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Priloga A27: Rdeči bor (Pinus sylvestris) beljava; tangencialni prerez pri različnih povečavah 
Priloga A28: Rdeči bor (Pinus sylvestris) jedrovina; prečni prerez pri različnih povečavah 
Priloga A29: Rdeči bor (Pinus sylvestris) jedrovina; radialni prerez pri različnih povečavah 
Priloga A30: Rdeči bor (Pinus sylvestris) jedrovina; tangencialni prerez pri različnih povečavah 
Priloga A31: Evropski macesen (Larix decidua); prečni prerez pri različnih povečavah 
Priloga A32: Evropski macesen (Larix decidua); radialni prerez pri različnih povečavah 
Priloga A33: Evropski macesen (Larix decidua); tangencialni prerez pri različnih povečavah 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Raziskovanje zgradbe lesa ima na Biotehniški fakulteti na Oddelku za lesarstvo že dolgo 
tradicijo. Najbolj osnovna in vsestranska metoda za tovrstne raziskave je svetlobna 
mikroskopija, ki je bila poleg stereo-mikroskopije, na Oddelku za lesarstvo do nedavnega  
edina metoda za raziskovanje zgradbe lesa na mikroskopskem nivoju. Z nakupom vrstičnega 
elektronskega mikroskopa (SEM – scanning electron microscope) se raziskovalcem odpirajo 
povsem nove možnosti, ki na določenih področjih raziskav presegajo klasično mikroskopijo 
v svetlem polju. SEM poleg visoke ločljivosti odlikuje predvsem velika globinska ostrina, 
kar omogoča tridimenzionalno opazovanje površin in s tem analizo struktur pri velikih 
povečavah (Čufar, 2006). SEM naprava na Oddelku za lesarstvo omogoča opazovanje pri 
različnih stopnjah podtlaka, kar dodatno razširi njegove možnosti uporabe tudi na vzorce z 
različno vlažnostjo. 
 
Pri klasični svetlobni mikroskopiji opazujemo tanke rezine lesa, pri vrstični elektronski 
mikroskopiji pa površino vzorca. Priprava vzorcev za SEM je relativno zahtevna, če hočemo 
ohraniti njegovo morfologijo in dobiti kakovostne slike pri velikih povečavah. Vzorce je 
potrebno obdelati tako, da dobimo čim bolj čist rez površine, ob tem, da mora biti material 
med opazovanjem v mikroskopu stabilen. V primeru, da želimo strukturo lesa opazovati pri 
manjših povečavah pa je priprava vzorca po zahtevnosti lahko primerljiva s pripravo za 
klasično svetlobno mikroskopijo. Vendar pa je SEM namenjen preučevanju predvsem 
najmanjših gradnikov lesa, torej potrebujemo večje povečave in s tem zahtevnejšo pripravo 
površine. Glede na pričakovane pogoje pri slikanju (podtlak, snopi elektronov) in zahteve 
glede površine je potrebno primerno pripraviti celotne vzorce in posebej površino, ki jo 
želimo opazovati. 
 
Na Oddelku za lesarstvo imamo za pripravo vzorcev na voljo več različnih načinov. Vzorce 
lahko sušimo klasično s toplim zrakom, z vakuumskih sušenjem ali pa s postopkom 
liofilizacije. Po sušenju in uravnovešanju v določenih klimatskih pogojih ter končnem 
grobem dimenzioniranju pa površino lesa lahko obdelamo z laserskim rezom, ali 
odrezovanjem in poravnavanjem površin z drsnim in rotacijskim mikrotomom ter 
napraševanjem z zlatom in ogljikom. V okviru magistrske naloge bomo preučili in na 
različnih domačih lesnih vrstah tudi preizkusili več načinov priprave vzorcev in površin lesa, 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
• vrsta lesa vpliva na zahtevnost priprave vzorca za opazovanje s SEM 
• metode, ki so trenutno na razpolago, so zadovoljive in je z njimi mogoče pripraviti 
površine vzorca za kvalitetno opazovanje 
• za manj podrobno opazovanje pri manjših povečavah lahko dobimo zadovoljive 
rezultate tudi s hitrejšo in manj zahtevno pripravo vzorca 
• način priprave površine lesa ključno vpliva na končno kakovost slikanja zgradbe 
• našli bomo optimalne načine priprave vzorcev za določene potrebe v okviru 
razpoložljivih možnosti laboratorija za Anatomijo lesa na Oddelku za lesarstvo 
 
 
1.3 CILJI NALOGE 
 
• proučiti različne načine priprave vzorcev za SEM 
• določiti tipične predstavnike domačih lesnih vrst za raziskavo 
• pripraviti vzorce za SEM na različne načine, ki so na razpolago na Oddelku za 
lesarstvo 
• iz vzporednih vzorcev pripraviti primerjalne vzorce za klasično svetlobno 
mikroskopijo 
• izvesti opazovanje anatomije lesa s SEM pri različnih pogojih in pri različnih 
povečavah 
• primerjati ohranjenost zgradbe lesa s klasično svetlobno mikroskopijo in SEM 
• izdelati SEM slike karakterističnih anatomskih znakov domačih lesnih vrst 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ZGRADBA IN LASTNOSTI LESA 
 
Les je naraven higroskopen material, ki predstavlja hierarhično raven kompleksne celične 
organizacije od makro do nano nivoja. Zaradi njegove poroznosti, različne ravni organizacije 
in sestave, na katero vplivajo tudi zunanji pogoji, je zelo anizotropen material. Prav zaradi 
anizotropije je potrebno veliko vedeti o njegovi strukturi, da bi razumeli kaj se zgodi in zakaj, 
na makro, mikro ali celo nano nivoju. 
 
Lesne vrste lahko identificiramo glede na njihove makroskopske značilnosti in so razvrščene 
v dva glavna razreda. Tako imamo na eni strani golosemenke oz. iglavce ter kritosemenke 
oz. listavce. Zgradba iglavcev je bistveno preprostejša od zgradbe listavcev. Pri iglavcih 
imamo prisotna le dva različna tipa celic in sicer traheide in parenhimske celice. Traheide 
so lahko usmerjene aksialno in radialno in imajo funkcijo prevajanja in mehanske podpore, 
medtem ko je naloga parenhimskih celic distribucija in shranjevanje hranilnih snovi. Pri 
iglavcih je za prepoznavanje drevesne vrste zelo pomembna značilnost tudi prisotnost 
smolnih kanalov. Smolni kanali so lahko veliki, številni, enakomerno razporejeni, 
posamezni, majhni, redki, občasni ali pa jih drevesna vrsta sploh nima.  
 
Listavci pa imajo prisotnih več različnih tipov celic. Prav tako kot iglavci imajo traheide 
(imenovane tudi vlakna), traheje (pri prečnem prerezu jih imenujemo tudi pore) in 
parenhimske celice (apotrahealni in paratrahealni parenhim). Traheje oz. pore zagotavljajo 
prevajanje drevesnih sokov (hranil), medtem ko vlakna večinoma zagotavljajo mehansko 
podporo. Glede na razporeditev por v lesu listavcev ločimo raztreseno oz. difuzno porozne, 
venčasto in polvenčasto porozne. Parenhimske celice imajo enako kot pri iglavcih nalogo 
distribucije in shranjevanja hranilnih snovi. (Barbotin, 2014) 
 
 
2.2 OPISI IZBRANIH DREVESNIH VRST 
 
2.2.1 Difuzno porozni listavci 
 
2.2.1.1 Bukev (Fagus sylvatica) 
 
Bukev ima razločne branike in neobarvano jedrovino, kar pomeni, da beljave in jedrovine 
barvno ne moremo ločiti. Ob prisotnosti diskoloriranega lesa, imenovanega »rdeče srce«, pa 
je barvna sprememba očitna. Značilna barva bukovine je rdečkastobela. Spada med difuzno 
porozne lesne vrste, pore niso vidne s prostim očesom. Osnovno tkivo bukve predstavljajo 
libriformska vlakna in vlaknaste traheide z obokanimi piknjami. Ima relativno dolge trahejne 
člene, ki so na koncu zašiljeni in pogosto z lestvičastimi perforacijami. Prisotne so tudi 
enostavne perforacije. Traheje so difuzno razporejene po prečnem prerezu in so pogosto 
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zatiljene. Intervaskularne piknje v stenah trahejnih členov so običajno nasprotne. Vsebuje 
heterogeno trakovno tkivo. Široki trakovi so lahko nad deset redni in nad 1 mm visoki, ozki 
pa so dva do štiri redni in nizki. Na letnicah se trakovi značilno kolenčasto razširijo. Piknje 
med trahejami in trakovnimi parenhimskimi celicami so velike in okrogle ali ovalne. Ima 
apotrahealen in difuzen aksialni parenhim, ki je lahko difuzen v agregatih (Čufar, 2006). 
 
2.2.1.2 Javor (Acer sp.) 
 
Les javorja je rumenkastobel in nima obarvane jedrovine oz. je barvna razlika med beljavo 
in jedrovino zelo majhna, letnice so dobro vidne. Velikokrat je lahko prisoten tudi črnkast 
diskoloriran les. Traheje so difuzno razporejene in s prostim očesom na prečnem prerezu 
niso vidne, z lupo pa so vidne kot manjše pore. Traheje so samostojne in dokaj na široko 
razporejene. Trakovi so številni in srednje široki. Trakovi pri javorju so več-redni sestavljajo 
jih parenhimske celice. Prav trakovno tkivo je pomemben dejavnik pri razlikovanju različnih 
javorjev. Velikost trakov pri javorju nam na radialnem prerezu da tipično fino-zrcalno 
teksturo. Trakovi so lahko različno visoki ter od dva do osem redni. Les različnih javorjev 
je skoraj nemogoče zanesljivo razlikovati (Schoch in sod., 2007; Čufar, 2006). 
 
2.2.1.3 Lipa (Tilia sp.) 
 
Beljave in jedrovine med sabo barvno ne ločimo, les je belkasto – rumene barve, včasih s 
pridihom rdečkaste ali svetlo rjave barve (Čufar, 2006). Spada med difuzno porozne 
drevesne vrste, pore so pogosto v radialno usmerjenih skupkih. Letnice so obdane z dva do 
tremi vrstami debelostenih, radialnih celic. Vsebuje apotrahealni parenhim. Trakovno tkivo 
je homogeno, včasih vsebuje tudi eno vrsto kvadratnih marginalnih celic. Osnovno tkivo 
predstavljajo libriformska vlakna ter vlaknaste traheide. Trakovi so običajno enoredni do 4-
redni, redko 5-6 redni (Wood Database, 2006). Trakovi so na radialni površini pogosto vidni 
kot temnejša zrcala (Čufar, 2006). Lipo (Tilia platyphillos) in lipovca (Tilia cordata) je glede 
na anatomsko sestavo skoraj nemogoče razlikovati. 
 
2.2.1.4 Pavlovnija (Paulownia tomentosa) 
 
Jedrovina pavlovnije je običajno rjavkasto-sive do rjavkasto-rdeče barve. Beljava je belkasto 
siva in jo včasih vizualno težko ločimo od jedrovine. Je difuzno do polvenčasto porozna 
drevesna vrsta z zelo veliki porami (200-300 µm), ki so pogosto tudi otiljene (Meier, 2009). 
Vlakna niso septirana in imajo zelo tanke celične stene. Vsebuje paratrahealen aksialni 
parenhim, ki je vazicentričen ali krilast. Ima ozke do srednje velike trakove, ki so visoki do 
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2.2.2 Venčasto porozni listavci 
 
2.2.2.1 Hrast (Quercus sp.) 
 
Hrast je venčasto porozna vrsta in ima lepo viden prehod med ranim in kasnim lesom in s 
tem izrazite letnice. Beljava je običajno ozka (med 10 in 20 branik), rumenkasto bele barve, 
jedrovina pa je temnejša in bolj rumenkasto rjave barve. Traheje so na prečnem prerezu lepo 
vidne s prostim očesom in jih imenujemo tudi pore. Njegovo osnovno tkivo predstavljajo 
skupki libriformskih vlaken z močno reduciranimi obokanimi piknjami. Traheje so prisotne 
zgolj posamezno z enostavnimi perforacijami, v jedrovini so običajno zatiljene. Trahejni 
členi so v primerjavi z bukvijo krajši, premera do 400 µm. Trakovno tkivo je homogeno, 
vsebuje dva tipa trakov. Prvi tip so enoredni, nizki trakovi, drugi tip pa, podobno kot pri 
bukvi, nad deset redni in nad 1 mm visoki trakovi. Med trahejami in trakovi najdemo velike 
in ovalne piknje ter velike in okrogle piknje. Ima dokaj redek apotrahealen difuzen aksialni 
parenhim, ki je lahko difuzen v agregatih. Les hrasta vsebuje tudi anorganske vključke med 
katere spadajo romboidni kristali, ki se nahajajo v trakovih, natančneje v parenhimskih 
celicah. Anorganske vključke najdemo tudi v kamrastih celicah aksialnega parenhima 
(Čufar, 2006). 
 
2.2.2.2 Jesen (Fraxinus excelsior) 
 
Jesen nima obarvane jedrovine, je rumenkaste do svetlorjave barve. Jesen je eden izmed 
evolucijsko naprednejših vrst, na kar nakazuje sodčkasta oblika trahej, ki so v jedrovini 
pogosto zapolnjene s tankostenimi tilami. Spada med venčastoporozne drevesne vrste, s 
skoraj vodoravnimi prečnimi stenami trahej, ki imajo enostavne perforacije. Osnovno tkivo 
jesena so libriformska vlakna s prisotnimi obokanimi piknjami, ki so močno reducirane. 
Trakovno tkivo je homogeno, piknje med njimi in trahejami so okrogle in majhne. Trakovi 
so nizki, običajno od 2 – 4 redni.  Traheje so ločene od osnovnega tkiva, saj so obdane s 
paratrahealnim aksialnim parenhimom. Vsebuje tudi marginalen aksialni parenhim, ki se 




2.2.3.1 Smreka (Picea abies) 
 
Smreka je iglavec s svetlim tonom lesa, ki nima obarvane jedrovine. To pomeni, da beljave 
in jedrovine barvno ne ločimo. Les je rumenkasto bele barve, s starostjo preide v rumenkasto 
rjav odtenek. Navadna smreka ima postopen prehod iz ranega v kasni les in pa razločno mejo 
med branikami, ki so različnih širin, od zelo ozkih do širokih. Širina branik je odvisna 
predvsem od pogojev rasti. V stenah aksialnih traheid se nahajajo obokane piknje, večinoma 
v enojnih nizih. Helikalnih odebelitev v traheidah ni zaslediti. Les smreke vsebuje smolne 
kanale in sicer aksialne in radialne. Smolne kanale pri smreki obdajajo debelostene epitelne 
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celice. Trakovno tkivo je heterocelularno in sestoji iz parenhimskih celic in trakovnih 
traheid. V križni poljih najdemo več manjših piceoidnih pikenj (Čufar, 2006; Čufar in 
Zupančič, 2009).  
 
2.2.3.2 Rdeči bor (Pinus sylvestris) 
 
Rdeči bor je vrsta iglavca z obarvano jedrovino. Beljava je rumenkasta do rdečkastobela in 
večinoma zelo široka. Jedrovina je temnejše, rdečerjave barve. Branike rdečega bora so 
razločne z zelo jasnim prehodom iz svetlega ranega v temen kasni les. V stenah osnovnega 
tkiva (aksialnih traheid) se nahajajo obokane piknje. V lesu rdečega bora najdemo velike ter 
številne aksialne in radialne smolne kanale, ki so obdani s tankostenimi epitelnimi celicami. 
Aksialni smolni kanali so reda velikost okoli 130 µm, nahajajo se pretežno v kasnem lesu in 
so na primerno poravnani površini lepo vidni tudi s prostim očesom. V radialnih stenah 
traheid najdemo obokane piknje, ki so razporejene v enojnih nizih. Traheide v kasnem lesu 
imajo debele celične stene in manjše lumne, medtem ko imajo traheide v ranem lesu večji 
premer lumnov in tanjše celične stene. Ima heterogeno trakovno tkivo, ki vsebuje 
parenhimske celice, trakovne traheide pa so nazobljene. Rdeči bor ima ponavadi od eno do 
tri velike oknaste piknje v križnih poljih (Schweingruber, 1990; Čufar, 2006). 
 
2.2.3.3 Evropski macesen (Larix decidua) 
 
Macesnov les ima značilno rdečkastorjavo do temnorjavo jedrovino. Beljava je rumenkaste 
barve in je za razliko od rdečega bora zelo ozka. Na prečnem prerezu ima oster prehod iz 
ranega v kasni les in s tem razločne branike, praviloma širin od 2 – 3 mm. Vsebuje zelo 
majhne in posamične smolne kanale, ki so lahko aksialni ali radialni. Smolni kanali, ki so 
obdani z debelostenimi epitelnimi celicami so običajno sestavni del anatomske zgradbe 
macesnovine, lahko pa so tudi posledica poškodbe. Sestavni del njegove anatomske zgradbe 
so v veliki meri traheide, ki so brez helikalnih odebelitev, obokane piknje v stenah aksialnih 
traheid so pogosto v dvojnih nizih. Macesen ima heterocelularno trakovno tkivo 
(parenhimske celice in trakovne traheide). Piknje v križnih poljih so majhne, piceoidnega 
tipa (Čufar, 2006). 
 
 
2.3 MIKROSKOPSKE TEHNIKE OPAZOVANJA LESA 
 
Za opazovanja strukture lesa je na voljo več različnih tehnik, ki se med seboj razlikujejo po 
načinih opazovanja (različni fizikalni pogoji). Določene tehnike so preprostejše in bolj 
dostopne, vsaka od tehnik pa ima določene presnosti in tudi slabosti. Pri izbiri tehnike 
opazovanja zgradbe lesa se največkrat odločamo na podlagi dostopnosti in rezultatov, ki jih 
določena tehnika omogoča. V nadaljevanju je podan kratek pregled tehnik, ki se 
najpogosteje uporabljajo za opazovanje struktur lesa. 
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2.3.1 Presevna svetlobna mikroskopija (angl. Transmission light microscopy) 
 
Presevna svetlobna mikroskopija temelji na postavitvi leč, katerih glavni namen je pridobiti 
povečano sliko vzorca, ki ga preiskujemo. S kombinacijo različnih leč se povečevalni učinek 
spreminja, celotna povečava pa je povezana z množenjem vsake povečave leče med seboj. 
Na ta način lahko dosežemo uporabne povečave do 2000-krat. Prva leča se imenuje objektiv 
in prikaže povečano sliko vzorca, ko je le-ta nameščen na manjši razdalji od dvojne dolžine 
goriščne razdalje objektiva. Ta povečana slika se tvori v tubusu v tako imenovani vmesni 
ravnini slike, ki jo poveča druga leča imenovana okular. Objektiv in okular tvorita klasični 
svetlobni mikroskop. Včasih pa so k temu dodane tudi druge leče, kot je kondenzor ali cevne 
leče, ki dodatno povečajo zmogljivost oz. povečavo mikroskopa. Izraz presevni pomeni, da 
svetloba za opazovanje vzorca prihaja skozi vzorec. Za tovrstna opazovanja je potrebna 
posebna priprava vzorcev za opazovanje, katerih debelina na primeru lesa znaša od 1 μm do 
25 μm. Zelo pomemben parameter za opazovanje je resolucija oz. ločljivost, ki je v 
neposredni povezavi s količino svetlobe, ki jo lahko zberejo leče mikroskopa, saj s tem 











Slika 1: a) sestavni deli svetlobnega mikroskopa (Čufar in sod., 2014); b) prečni prerez bukve posnet s 
svetlobnim mikroskopom (Merela, 2008). 
UPORABA V LESARSTVU: Svetlobna mikroskopija je zelo uporabna, dokaj dostopna in 
enostavna tehnika in zatorej tudi ena izmed največkrat uporabljenih metod za preučevanje 
mikroskopskih struktur lesa. Za anatomske preiskave lesa s svetlobno mikroskopijo je 
potrebno vzorce lesa primerno fiksirati s čimer preprečimo dezorganizacijo kompleksne 
vsebine živih celic (Čufar, 2006). Tanke rezina lesa se reže na mikrotomih, ki so lahko drsni 
ali pa rotacijski. Pred opazovanjem se rezine lesa običajno še obarva; uveljavila so se 
predvsem barvila, ki obarvajo celulozo (npr. astra modro) in lignin (safranin rdeče), ki so s 
tem namenom kot posamezna ali v kombinaciji uporabna za dokazovanje omenjenih 
osnovnih komponent celične stene (Oven, 1997; Drnovšek in Perdih, 2005; Gričar, 2007). 
a) b) 
Novak J. Priprava površin lesa za slikanje z vrstičnim elektronskim mikroskopom. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za lesarstvo, 2018 
8 
2.3.2 Fluourescentna mikroskopija (angl. Fluorescence microscopy) 
 
Pri fluorescenčni mikroskopiji sam vzorec, ki ga želimo preučiti, deluje kot svetlobni vir. 
Fluorescenčni mikroskop temelji na pojavu, da določena snov oddaja energijo, ki jo lahko 
zaznamo kot vidno svetlobo, kadar jo obsevamo s svetlobo krajše valovne dolžine. Vzorec 
je lahko fluorescenten v svoji naravni obliki (vsebuje molekule, ki fluorescirajo), kot npr. 
klorofil in nekateri minerali, ali pa jih obdelamo s fluorescentnimi spojinami. Osnovna 
naloga fluorescenčnega mikroskopa je, da vzorec osvetli z vzbujevalno svetlobo ter prikaže 
le izsevano fluorescenčno svetlobo, ki naredi podobo. Mikroskop ima prvi, vzbujevalni 
filter, ki omogoča le obsevanje preparata z želeno kratkovalovno svetlobo. Ta vzbuja 
fluorescenco vzorca. Ko svetloba trči z atomi v vzorcu vzbudi elektrone na višji energijski 
nivo. Na tem so nestabilni zato se sproščajo na nižji energijski nivo, ob tem pa izsevajo 
svetlobo. Ker se ob omenjen procesu energije izgubi, je izsevana svetloba vedno daljše 
valovne dolžine, kot vzbujevalna. Ker je količina izsevane svetlobe (fluorescence) bistveno 
manjša v primerjavi z vzbujevalno svetlobo, ki se od vzorca odbija, je za opazovanje 
fluorescence potrebno med preparat in objektiv namestiti še drugi, zaporni filter. Ta prepreči 
prehod vse svetlobe razen izsevane svetlobe, zato vidimo le tiste strukture na vzorcu, ki 
fluorescirajo iz temnega ozadja. (Barbotin, 2014). Metoda je zelo uporabna v medicini in 
biologiji. 
 
Slika 2: a) shema sestavnih delov fluorescentnega mikroskopa (Konfokalni mikroskop, 2018); b) prečni prerez 
lesa posnet s fluourescentnim mikroskopom (Microscope, 2005). 
UPORABA V LESARSTVU: S fluorescenčno mikroskopijo raziskujemo objekte, ki 
izkazujejo avtofluorescenco ali z barvili inducirano fluorescenco, pri čemer lahko sicer 
nevidne strukture postanejo vidne. V lesni anatomiji je zlasti uporabna za dokazovanje 
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2.3.3 Tri-dimenzionalno magnetno resonančno slikanje (angl. Three dimensional 
magnetic resonance imaging) 
 
Fizikalni fenomen imenovan jedrska magnetna resonanca (angl. »Nuclear Magnetic 
Resonance« oz. NMR) temelji na magnetnih lastnostih atomskega jedra. Okrajšava NMR se 
uporablja za opis znanstvenih metod, ki temeljijo na jedrski magnetni resonanci. 
Zmogljivejša metoda za ugotavljanje kemijskih, fizikalnih in elektronskih lastnosti molekul 
je NMR spektroskopija. S to metodo lahko pridobimo tudi informacije o tridimenzionalni 
zgradbi molekul v tekočinah in trdnih snoveh (Skoog in sod., 1997). Sodobne računalniške 
tehnike omogočajo tudi slikanje z magnetno resonanco (angl. Magnetic resonance imaging 
oz. MRI), ki se uporablja predvsem pri bioloških raziskavah. Zaradi vse večje dostopnosti 
se NMR metoda vse pogosteje uporablja tudi pri raziskavah lesa, predvsem za preiskovanje 
vode v lesu (Nanassy, 1973). Sprva so za preiskovanje lesa uporabljali magnete in tuljave, 
ki so omogočale slikanje zgolj relativno velikih vzorcev lesa (premeri nad 150 mm), s tem, 
da je bila resolucija teh slik dokaj slaba (1,2 x 1,2 mm2/voksel). Z napredkom računalniške 
opreme in uporabo superprevodnih magnetov se je čas preiskovanja vzorcev skrajšal, 
ločljivost slikanja pa se je povečala. Prav zaradi tega ima MRI metoda zanimiv potencial za 
anatomske raziskave lesa (Merela in sod., 2005, 2006, 2009). Magnetno resonančno slikanje 
velja za nedestruktivno in varno metodo, za preiskovanje in slikanje pa ni potrebna posebna 
priprava vzorcev. Pridobljene slike imajo odlično prostorsko ločljivost, hkrati pa tudi 
pripadajoče podatke o prostorski porazdelitvi vode v materialu. Zaradi tridimenzionalnega 
prikaza slik je mogoče z magnetno resonančnim slikanjem identificirati obliko, prostorsko 
organizacijo ter medsebojno povezanost tkiv ter njihovo zgradbo in funkcionalnost. Tega pri 
ravninskih prikazih slik ni mogoče identificirati (Oven in sod., 2008a). 
 
Slika 3: a) shema sestavnih delov magnetnega resonančnega mikroskopa (Wade, 2014); b) 3D MR slika vejice 
hrasta doba. Svetla področja predstavljajo tkiva z visoko vlažnostjo (Oven in sod., 2008b). 
 
UPORABA V LESARSTVU: metoda MRI je primerna predvsem za opazovanje vode v lesu. 
Les je zaradi svoje visoke vlažnosti in kompleksne zgradbe izredno primeren material za 
magnetno resonančno slikanje, saj je eden izmed osnovnih pogojev za uspešno slikanje prav 
to, da preučevani materiali vsebujejo vodo. Gre za nedestruktivno metodo opazovanja lesa 
a) b) 
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in pojavov v lesu, kar so potrdila že prva slikanja lesa z metodo NMR, ki so bila opravljena 
več kot 30 let nazaj (Nanassy, 1973). 
 
2.3.4 Tehnike ionizirajočega sevanja; rentgenski žarki, žarki gama (angl. Ionizing 
radiation techniques; X-ray, Gamma ray) 
 
Podobno, kot slikanja z magnetno resonanco so tudi te tehnike (predvsem rentgensko 
slikanje in računalniška tomografija – CT) najbolje razvite na področju medicine. Merjeni 
parameter pri slikanju je koeficient oslabitve rentgenskih žarkov ali žarkov gama pri 
presevanju vzorca. V nehomogenem vzorcu je koeficient oslabitve odvisen tako od kvantne 
energije ionizirajočega sevanja, kot tudi od kemijske sestave opazovanega objekta. Pri 
računalniški tomografiji (CT) vzporedne rezine ustvarjajo prostorske informacije, kar 
omogoča, da se zaznava območja nizkega kontrasta oslabitve znotraj vzorca. Tomogrami 
CT so pridobljeni s kompleksno računalniško obdelavo (Kak in Slaney, 1988; Schmoldt s 
sod. 1999, 2000). Spreminjanje gostote, opaženo na tomografskih slikah, je posledica 
porazdelitve različnih anatomskih strukturnih elementov preizkušanca ter pri lesu tudi 
vsebnosti vode v celičnih stenah in lumnu.  
 
 
Slika 4: a) naprava za računalniško tomografijo za opazovanje debla drevesa (Habermehl in Ridder 1996a, 
1996b); b) jesen (Fraxinus excelsior): tomogram debla (Habermehl in Ridder 1996a, 1996b). 
 
UPORABA V LESARSTVU: na parametre skeniranja vplivajo različni dejavniki, kot so: 
lesna vrsta, vlažnost lesa, velikost vzorca, končna uporaba oz. namen pridobljenih informacij 
(skeniranje v velikem obsegu ali skeniranje z visoko ločljivostjo), gostota lesnega tkiva, ki 
lahko zaznava različne napake itd. (Grönlund in sod., 1994; Wagner in sod., 1985; 1989). 
Za različne namene v lesarstvu so bile uporabljene prenosne in fiksne naprave za CT 
skeniranje. Prenosna oprema je bila npr. zasnovana za kontrolne preglede dreves (Habermehl 
in Ridder, 1992a, 1992b), drogov in gradbenih elementov. Fiksno opremo pa predstavljajo 
industrijski skenerji v žagalnicah (Bucur, 2003). Aplikacije te tehnike so relevantne za 
kontrolne preglede hlodovine in stavbnega lesa (Asplund in Johansonn, 1984), določanje 
stabilnosti lesenih konstrukcijskih elementov (Niemz in sod., 1997), ohranjanje spomenikov 
a) b) 
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in drobnih umetniških predmetov, dreves, gojenje drevja, ocenjevanje hitrosti rasti in 
učinkov onesnaževanja na drevesa, dendrokronologijo, dendroarheologijo (Unger in sod., 
1988), biologijo lesa, sušenje lesa, odkrivanje napak v lesnih kompozitih itd. 
 
2.3.5 Termične tehnike (angl. Thermal techniques) 
 
Termografija je splošen pojem za različne tehnike, ki se uporabljajo za vizualizacijo struktur 
na površini ali tik pod površino vzorca. Fizikalni parameter, katerega se spremlja je 
temperatura, samo slikanje pa deluje na principu razlik v toplotni prevodnosti tkiva (Niemz 
in Mannes, 2012). Termična slika je rezultat interakcije med virom ogrevanja, materialom 
in napakami. Lahko se uporablja postopke aktivnega ali pasivnega ogrevanja. V znanosti o 
lesu je termografija relativno novo področje študija (Luong 1996; Tanaka in Divos, 2000). 
Termično slikanje porazdelitve pod-površinske temperature v kompozitih na lesni osnovi z 
namenom opazovanja pod-površinske strukture je bilo razvito na Univerzi Stuttgart v 
Nemčiji (Busse, 2001; Wu in Busse, 1995, 1996). Ena od prvih slik prikazuje prisotnost 
napake (grča) pod več sloji furnirja različnih debelin (slika 5a). Toplotna obremenitev je 
razmeroma nizka in ne poškoduje materiala. Pomanjkljivost postopka je, da so termične slike 
začasne in zahtevajo sistem hitrega snemanja. Razvoj infrardečih video kamer je razširil 
razpon valovne dolžine video kamer za vidno svetlobo na termično infrardečo v območju 
med 3 in 12 µm. Tovrstna tehnologija je primerna npr. za zaznavanje razkrojev v stoječih 
drevesih (Catena G. in Catena A., 2000). 
 
 
a) b)  
Slika 5: Termografija: a) furnirana plošča s prikazom napake (grče), ki se giblje od 0.5 do 2.5 mm pod površino 
(Wu in Busse, 1995); b) vzorec smreke (deska) z vidno tangencialno teksturo in dvema grčama (Niemz in 
Mannes, 2012). 
 
UPORABA V LESARSTVU: Termografija je primerna tehnika za odkrivanje grč, določanje 
odklona vlaken, slikanje porazdelitve vsebnosti vode, pojave loma lesa in slikanje prisotnosti 
razkrojnosti v drevesih. Posebej so razviti postopki za odkrivanje okuženosti oz. 
razkrojenosti in ostalih defektov na stoječih drevesih v parkih in javnih vrtovih (Catena G. 
in Catena A., 2000). 
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2.3.6 Mikrovalovne tehnike (angl. Microwave techniques) 
 
Slikanje strukture lesa z uporabo mikrovalovnih tehnik temelji na dielektričnih lastnostih 
lesa. Za pravilno interpretacijo mikrovalovnega slikanja je potrebno poznati odziv materiala 
na električno in magnetno polje in tudi razumeti mehanizem interakcije med vzorcem in 
sondo. Industrijske tehnike so bile na začetku usmerjene predvsem v izboljšanje tehnologije 
sušenja in lepljenja. Obstajata dve osnovni mikrovalovni tehniki, tehnika prenosa in tehnika 
odboja. Analiza signala sond je razmeroma preprosta in je povezana z merjenjem amplitude, 
faze in s polarizacijo valov. Ti parametri se uporabljajo za rekonstrukcijo slike strukture lesa 
(Choffel 1999; Ulaby in Jedlicka 1984). Slikanje strukture lesa se lahko opravi s skeniranjem 
v bližini vzorca, z ločljivostjo, ki jo določa velikost zaslonke. Čeprav so mikrovalovne 
tehnike izkazale velik potencial za kontrolne preglede stavbnega lesa, pa se zdi njihova 
uporabnost omejena zaradi težave z identificiranjem napak znotraj lesa. Tehnika 
mikrovalovnega slikanja ima več prednosti, kot so: nekontaktni sistem delovanja in relativno 
majhna velikost anten (določena z valovno dolžino na mikrovalovnih frekvencah), natančna 
ločljivost meritev, kar povečuje sposobnost te tehnike za odkrivanje napak in meritve 
parametrov valov, kot so amplituda, faza in polarizacija v realnem času. Težave pri uporabi 
mikrovalovnega slikanja lesenih materialov izhajajo iz inherentnih lastnosti materialov, kot 
so anizotropija, heterogenost in prisotnost naravnih napak v lesu. Za prikaz slike so potrebni 
zahtevni algoritmi, interpretacija rezultatov pa je dokaj zahtevna. 
 
 
Slika 6: a) porazdelitev grč v deblu; b) rekonstrukcija slike s faznim zamikom med dvema komponentama 
električnega polja, vzporedno in pravokotno na vlakna (Kaester in Baath, 2000). 
 
UPORABA V LESARSTVU: Industrijske aplikacije mikrovalovnega slikanja danes 
omogočajo predvsem odkrivanje notranjih napak hlodovine (razpoke, grče, spiralna zavitost, 
razkroj), napak stavbnega lesa in lesnih kompozitov, ter tudi slikanje vegetacije, vključno z 
listi, peclji in stebli pod različnimi pogoji temperature in vlažnosti prek širokega razpona 
frekvenc (Choffel 1999; Ulaby in Jedlicka, 1984).  
 
a) b) 
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2.3.7 Ultrazvočne tehnike (angl. Ultrasonic techniques) 
 
Kot pri računalniški tomografiji z rentgenskimi žarki se ultrazvočna tomografija nanaša na 
opazovanje objekta v prečnem prerezu, bodisi iz podatkov prenosa ali odboja, zbranih z 
osvetljevanjem vzorca iz različnih smeri. Za slikanje lesa se lahko uporablja različne vrste 
ultrazvočnih valov, vendar pa so najbolj pogosto uporabljeni masovni vzdolžni valovi. 
Ultrazvočne slike se lahko rekonstruira iz vseh karakterističnih parametrov valov: čas 
prehoda, amplituda, frekvenčni spektri oblike valov, faza itd. Distribucija energije in pretok 
energije sta pomembna parametra za izboljšanje kontrasta slike (Berndt in sod., 1999). Slike 
z visoko ločljivostjo so bile pridobljene za majhne, čiste preizkušance različnih vrst, za 
stoječa drevesa, za stavbni les in za kompozite na lesni osnovi. 2D slikanje zahteva napredno 
obdelavo signala in zmogljive računalnike (Socco in sod., 2000, 2004). Ločljivost je v osnovi 
določena s premerom žarka in velikostjo slikovnih pik. Piezoelektrični pretvorniki, ki se 
uporabljajo za ultrazvočno tomografsko slikanje, lahko delujejo v načinu direktnega 
prenosa, vključujoč masovne ali površinske valove. Za pridobivanje podatkov se v splošnem 
uporabljajo konvencionalni piezoelektrični pretvorniki.  
 
 
Slika 7: a) realna slika stoječega prečnega prereza debla, 40 cm nad tlemi; b) ultrazvočni tomografski prikaz 
debla (Martinis, 2002). 
 
UPORABA V LESARSTVU: V praksi se na zrak vezani ultrazvočni pretvorniki uporabljajo 
predvsem za kontrolne preglede lesnih kompozitov, kot so vezane ali tanke vlaknate plošče 
in iverne plošče. Ultrazvočna tomografija ima zelo široko področje uporabe pri 
diagnosticiranju razkroja (Martinis, 2002) stoječih dreves v parkih in javnih vrtovih, pri 
slikanju strukture stavbnega lesa (Neuenschwander in sod., 1997) za odkrivanje grč, odklona 
vlaken, razpok in zgostitev v lesu in pri slikanju napak v lesnih kompozitih, kot so 
razslojevanje med plastmi in kavitacije oz. vrzeli (Bucur, 2003). 
 
a) b) 
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2.3.8 Transmisijski (presevni) elektronski mikroskop (angl. Transmission electron 
microscope) 
 
Presevni ali transmisijski elektronski mikroskop (TEM) v največ primerih uporabljamo za 
opazovanje velikih makromolekul, fragmentov membrane in celične stene ter opazovanje 
tankih odtisov površinskih tvorb večjih objektov, kot so na primer piknje, ker so povečave 
in ločljivosti veliko večje kot pri svetlobni mikroskopiji. Za biološke objekte je ločljivost 
TEM v nanometrskem območju in sicer od 0,2 do 0,5 nm (Čufar, 2006). To omogoča analizo 
celične ultrastrukture. Za tvorbo slike v presevnem elektronskem mikroskopu uporabljamo 
elektrone, ki jih usmerjamo skozi vzorec. Filament (katoda) na vrhu kolone mikroskopa je 
vir elektronov, ki jih z visoko napetostjo med katodo in anodo pospešimo, ter snop 
elektronov nadalje usmerjamo s sistemom elektromagnetnih leč skozi vzorec in na senzor. 
Vzorec za presevno elektronsko mikroskopijo mora biti zelo tanek (30 - 100 nm) in 
kontrasten. Zato za analizo pripravljamo suspenzije majhnih struktur ali ultra tanke rezine 
tkiva, ki jih impregniramo s solmi težkih kovin. Osnova tvorbe slike v TEM je različno 
sipanje elektronov na atomih različnih atomskih števil v vzorcu. Na zaslonu ali detektorju 
(CCD elementu) končno dobimo monokromatsko sliko vzorca, ki ustreza elektronski gostoti 
preparata (Oddelek za biologijo, 2018). 
 
a) b) 
Slika 8: a) sestavni deli transmisijskega elektronskega mikroskopa (Oddelek za biologijo, 2018); b) sestava 
celične stene topola, lumni in medcelični prostor (Joseleau in sod., 2004). 
 
UPORABA V LESARSTVU: Pri preiskavah zgradbe lesa se TEM uporablja predvsem za 
raziskave celične stene, pikenj in drugih struktur celične stene. Poleg klasične priprave 
ultratankih rezin je za pripravo preparatov lesa primerna tudi tehnika replike. Pri slednji 
vzorec prevlečemo z ogljikom ali silicijevim monoksidom, na to plast pa pod kotom 
naparimo tanko plast težke kovine, kot je npr. platina. S to tehniko opazujemo dobljeni odtis 
objekta. Pri anatomiji lesa so bile uspešno izvedene tudi raziskave reakcijskega lesa, 
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nastajanja til, fosilnega lesa, aktivnosti gliv na submikroskopskem nivoju in prodiranje 
zaščitnih impregnacijskih sredstev v notranjost celične stene (Čufar, 2006). 
 
2.3.9 Vrstični elektronski mikroskop (angl. Scanning electron microscopy) 
 
Elektronski mikroskop za vir valovanja uporablja elektrone z bistveno krajšo  kratko valovno 
dolžino od vidne svetlobe, le-ti omogočajo ločljivost, ki znaša od 10 do 20 nm, pri novejših 
in naprednejših SEM mikroskopih pa tudi pod 1 nm (Čufar, 2006). V notranjosti mikroskopa 
kjer preučujemo vzorce mora biti zagotovljen vakuum, razlog je v tem, da imajo elektroni 
majhno maso in s tem omejeno pot v zraku. Vir elektronov (elektronska puška) je nameščen 
v zgornjem delu mikroskopa. Elektro-magnetne leče v kondenzorju izsevane elektrone 
zberejo v ozek snop, ki ga nato deflektor v vrsticah vodi po površini preparata. Ob stiku 
snopa elektronov s površino preparata prihaja do vrste reakcij, med drugim tudi do izbijanja 
sekundarnih elektronov iz površine preparata, ki jih zazna detektor. Ojačan signal 
sekundarnih elektronov potuje v katodno cev, kjer ga z deflektorjem v mikroskopu usklajen 
sistem vodi na površino ekrana. Slika na ekranu tako nastaja sočasno s pomikanjem snopa 
elektronov po površini preparata, povečava mikroskopa pa je razmerje med površino ekrana 
in površino skeniranega preparata. Debelina preparata oz. vzorca pri vrstičnem elektronskem 
mikroskopu ni bistvenega pomena, saj je namenjen predvsem opazovanju površine. Kljub 
temu pa ni zaželeno, da so vzorci preveliki, saj to upočasni postopek izsesavanja zraka, hkrati 
pa morajo vzorci biti primerne velikosti za komoro mikroskopa. Poleg tega lahko večji in 
slabo prevodni vzorci otežujejo delo zaradi upočasnjenega odvajanja elektronov s površine, 
kar se odrazi v slikah slabše kakovosti in v presvetljenosti (ang. »charging« - zastajanje 
elektronov na površini). Uporabne povečave SEM se gibljejo med 5 in 500.000-krat 
(Oddelek za biologijo, 2018). 
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a) b) 
Slika 9: a) shema sestavnih delov vrstičnega elektronskega mikroskopa (Oddelek za biologijo, 2018); b) bukev 
(Fagus sylvatica); perforacija posneta z vrstičnim elektronskim mikroskopom. 
 
UPORABA V LESARSTVU: Uporablja se za opazovanje anatomskih znakov različnih 
lesnih vrst. Namenjen je opazovanju mikrostruktur lesa, zaradi plastičnosti slike pa omogoča 
odličen prikaz sestave in povezanosti med anatomskimi strukturami. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 IZBIRA LESNIH VRST 
 
Pri izbiri lesnih vrst smo bili pozorni na to, da so zajeti vsi tipični predstavniki naših domačih 
vrst, ki imajo tudi sicer različne lastnosti. Od difuzno poroznih listavcev smo tako izbrali: 
bukev (Fagus sylvatica), javor (Acer sp.), lipo (Tilia sp.) in pavlovnijo (Paulownia 
tomentosa). Od venčasto poroznih listavcev smo pripravili ločeni beljavo in jedrovino hrasta 
(Quercus sp.) ter jedrovino jesena (Fraxinus excelsior). Od iglavcev pa smo tako pripravili: 
evropski macesen (Larix decidua), smreko (Picea abies) ter ločeno beljavo in jedrovino 
rdečega bora (Pinus sylvestris).  
 
3.2 PRIPRAVA VZORCEV IN POVRŠIN ZA ANALIZO 
 
Eden od ciljev te raziskave je bil tudi preveriti kako različni lesno obdelovalni postopki 
površine lesa vplivajo na stanje in videz površine po obdelavi. S tem namenom smo izbrali 
eno lesno vrsto (bukev) katere površine smo pripravili z vsemi razpoložljivimi načini 
obdelave (rez s krožno žago, skobljanje, cepljenje, brušenje (različne granulacije), rezanje z 
mikrotom s klasičnim nožem in zamenljivim nožem ter tudi rezanje lesa na mikrotomu ob 
predhodnem prepajanju s parafinom po ustaljenem postopku, ki ga uporabljamo za 
anatomske preiskave mikro-izvrtkov (Rossi in sod., 2006). 
 
Za vse naštete priprave površin je bila osnova razžagovanje vzorcev na krožnem žagalnem 
stroju in poravnavanje vzorcev na poravnalnem skobeljnem stroju. Postopek je podrobneje 
opisan pri podpoglavju skobljanje, zato ga pri opisih ostalih priprav površin ne bomo 
podrobneje opisovali. Pred dokončno površin s posamezno tehniko smo vse vzorce morali 
najprej pravilno orientirati, s čimer smo omogočili končno pripravo prečne, radialne in 
tangencialne površine lesa (slika 10). Vsi vzorci v prvem delu preiskav so imeli približne 
dimenzije preseka 15 x 15 mm in so bili visoki 10 mm. 
 
 
Slika 10: Jesen (Fraxinus excelsior), oris pravilne orientiranosti vzorca pred obdelavo na končne dimenzije. 
Novak J. Priprava površin lesa za slikanje z vrstičnim elektronskim mikroskopom. 




Za pripravo skobljane površine je bilo vzorce najprej potrebno razžgati. Že pri razžagovanju 
smo bili pozorni na to, da je bil vzorec čim lepše orientiran s čimer smo imeli v nadaljevanju 
pri poravnavanju površine manj dela. Na poravnalnem skobeljnem stroju smo vzorce 
poravnali v pravi kot in s tem tudi dobili končno orientiranost (slika 11). Sledilo je skobljanje 
vzorcev na končno širino in debelino in nato še žaganje na končno dolžino na krožnem 
žagalnem stroju. Pri skobljani površini smo s SEM opazovali samo radialno in tangencialno 
površino, saj s tehnološkega vidika skobljanje prečne površine ni mogoče oz. ni primerno. 
 
 
Slika 11: Skobljanje vzorcev v pravi kot na poravnalnem skobeljnem stroju. 
 
3.4 ODREZOVANJE S KROŽNIM ŽAGALNIM LISTOM 
 
Za opazovanje površine pripravljene z odrezom s krožnim žagalnim listom smo uporabili 
vzorce, ki smo jih pripravili za pripravo skobljane površine. Pri tem načinu priprave smo 
opazovali samo prečno površino, torej tisto, ki je pri skobljani površini nismo. Razlog, da za 
opazovanje radialne in tangencialne površine nismo uporabili krožnega žagalnega stroja je, 
da se tudi v praksi ta priprava površine ne uporablja, hkrati pa tudi iz izkušenj vemo, da 




Slika 12: Končno dimenzioniranje dolžine vzorcev na krožnem žagalnem stroju. 
Novak J. Priprava površin lesa za slikanje z vrstičnim elektronskim mikroskopom. 




Osnovna priprava površine za brušenje je bilo skobljanje ter dolžinsko krojenje vzorcev na 
krožnem žagalnem stroju. Vse površine smo nato pobrusili na tračnem brusilnem stroju s 
papirji različnih granulacij začenši s P220 in končno granulacijo P400 (slika 13). Pri brušeni 
površini smo opazovali vse tri prereze (prečni, radialni in tangencialni). 
 
 




Osnovna priprava površine za cepljenje je bilo krojenje vzorcev na krožnem žagalnem stroju. 
Vzorci so bili obdelani z nadmero saj smo za cepljenje potrebovali nekoliko večje vzorce. 
Cepljenje je potekalo tako, da smo rezalno površino dleta postavili na prečni prerez v smeri 
radialne ter tangencialne smeri. Nato smo s kladivom udarili po dletu in s tem odcepili kos 
(slika 14). Cepljenje poteka v smeri poteka vlaken oz. po vlaknih, s čimer dobimo nekoliko 
neravno - reliefno površino lesa. S tem načinom obdelave dobimo tudi večino lesnih tkiv 
(celic) v celoti, in ne prerezanih od odrezanih kot pri večini ostalih tehnik. Pri tej pripravi 
površine smo opazovali le radialno in tangencialno površino, saj cepljenje pravokotno na 
vlakna za opazovanje prečnega prereza ni primerna metoda obdelave lesa. Hkrati prečna 




Slika 14: Cepljenje vzorca z uporabo ročnega dleta in kladiva. 
Novak J. Priprava površin lesa za slikanje z vrstičnim elektronskim mikroskopom. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za lesarstvo, 2018 
20 
3.7 MIKROTOM – KLASIČNI NOŽ 
 
Osnovna priprava površine za rezanje na mikrotomu s klasičnim nožem je bilo dolžinsko in 
prečno žaganje vzorcev na krožnem žagalnem stroju z nekaj nadmere. Groba predpriprava 
površine je bila primerna, ker smo vse površine kasneje dokončno obdelali na mikrotomu. 
Za rezanje smo uporabili drsni mikrotom Leica LM2010R. Za vsak prerez smo uporabili 
svoj vzorec, saj čeljusti v katere vpnemo vzorec na mikrotomu poškodujejo površine katere 
ne obdelujemo. Postopek obdelave je potekal tako, da smo vzorec vpeli v čeljusti pri tem pa 
pazili na to, da je bil vpet čim bolj pravokotno na delovno mizico. To je pomembno predvsem 
zato, da so anatomski gradniki odrezani čimbolj prečno, radialno ali tangencialno glede na 
potek vlaken (odvisno kateri prerez želimo opazovati). Grobo poravnano površino smo na 
koncu natančneje poravnali z rezom debeline 10 µm in tako dosegli čim bolj fino obdelano 
površino (slika 15a). Vse obdelane površine smo natančno označili, da pri prenašanju 
vzorcev ne bi prišlo do zamenjave vzorcev. 
 
3.8 MIKROTOM – ZAMENLJIVI NOŽ 
 
Osnovna priprava površine za rezanje na drsnem mikrotomu z zamenljivim nožem je bilo 
dolžinsko in prečno žaganje vzorcev na krožnem žagalnem stroju. Groba predpriprava 
površine je bila tako kot pri mikrotomu s klasičnim nožem primerna, ker smo vse površine 
kasneje fino obdelali na mikrotomu. Glavno razliko med mikrotomom z zamenljivim nožem 
in klasičnim nožem lahko najdemo že v imenu. Pri mikrotomu z zamenljivim nožem, nože 
oz. rezila menjavamo in jih po uporabi zavržemo. Ti noži so tanjši ter tovarniško nabrušeni 
in zatorej bolj ostri. Klasični mikrotomski nož je bolj robusten in tog, po uporabi ga brusimo 
na posebnem brusilnem stroju, kjer pa ne dosegamo tako kvalitetne ostrine, kot jo imajo 
zamenljivi noži. Nosilec za zamenljive nože omogoča namestitev dveh nožev hkrati, tako da 
smo enega uporabljali za grobo poravnavanje, drugega pa nato za fino končno odrezovanje 
površine (slika 15b).  
 
Slika 15: Drsni mikrotom Leica LM2010R: a) rezanje površine lesa s klasičnim robustnim nožem; b) rezanje 
površine lesa s tankimi zamenljivimi noži. 
a) b) 
Novak J. Priprava površin lesa za slikanje z vrstičnim elektronskim mikroskopom. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za lesarstvo, 2018 
21 
Priprava površin vzorcev z mikrotomom z zamenljivim nožem se nam je zdela zelo primerna 
in učinkovita, zato smo pri teh tehniki preizkusili še tri različne postopke predpriprave 
vzorcev, ki so opisani v nadaljevanju. 
 
3.8.1 Predpriprava z močenjem površine 
 
Edina razlika od standardne obdelave z mikrotomom z zamenljivim nožem pri tej tehniki je 
v tem, da smo suhe vzorce po površini pred in med poravnavanjem močili z destilirano vodo 
s pomočjo čopiča. S tem smo dosegli delno zmehčanje tkiva pred rezanjem in posledično 
bolj gladko odrezovanje z manjšim trenjem med nožem in površino lesa. Pri suhem lesu smo 
imeli namreč zaradi tega trenja težave z vibriranjem oz. t.i. drdranjem noža po površini. Sam 
rez lesnega tkiva je bil pri suhem rezanju sicer kvaliteten, vendar pa je bila površina drobno 
valovita oz. neravna. Tako smo pred rezanje površino namočili in počakali približno 30 
sekund, da se je voda vpila nekaj milimetrov v globino vzorca. Za tem smo s prvim nožem 
poravnali površino, jo ponovno namočili in z drugim nožem naredili končni rez.  
 
3.8.2 Predpriprava z zamrznitvijo vzorcev 
 
Pri tej tehniki smo vzorce, ki so bili poskobljani in nažagani na dolžino najprej potopili v 
vodo. Vzorce smo pustili v vodi, dokler niso dosegli maksimalne napojitvene vlažnosti, torej 
popolno prepojitev z vodo. Nato smo vzorce prenesli v zmrzovalnik na -22°C in jih pustili 
preko noči, da so popolnoma zamrznili. Rezanje na mikrotomu je potekalo takoj, ko smo 
vzorec vzeli iz zmrzovalnika, vsak vzorec smo rezali v zmrznjenem stanju. Po končani 
pripravi površine, smo vzorce nekaj ur pustili na 5°C, kasneje pa smo jih izpostavili normalni 
klimi (22°C ter 65% relativna zračna vlažnost). Vzorcev nismo izpostavili normalni klimi 
neposredno po poravnavanju, saj bi s tem tvegali preveliko ostrino sušenja, zaradi česar bi 
prišlo so prehitrega krčenja in razpok na površini.  
 
3.8.3 Predpriprava s prepojitvijo s parafinom  
 
Tehnika prepajanja vzorcev s parafinom je klasični postopek priprave lesa, kadar raziskave 
potekajo na majhnih vzorcih in kadar želimo rezati tanke rezine (5 µm). Zato smo se odločili, 
da preverimo še ta postopek za pripravo površine lesa za SEM. Za ta namen smo poskobljane 
in dolžinsko nažagane vzorce s pomočjo tkivnega infiltratorja Leica TP 1020 po ustaljenem 
postopku prepojili s parafinom (Rossi in sod., 2006). Nato smo prepojene vzorce rezali oz. 
poravnavali na drsnem mikrotomu z zamenljivim nožem. Pripravljene vzorce smo nato 
potopili v lonček s čistilno tekočino, ki topi in izpira parafin (UltraClear 3905, J.T.Baker). 
Sledilo je izpiranje z alkoholom, pri čemer smo poskušali vzorce čim bolj temeljito izprati, 
da bi v celičnem tkivu ostalo čim manj parafinskih ostankov. Le ti bi utegnili, zaradi slabe 
električne prevodnosti, povzročati težave pri opazovanju s SEM. Po izpiranju smo vzorce 
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Les, kot biološki vzorec oziroma ligno-celulozni kompozit, je sam po sebi neprevoden oz. 
slabo prevoden, z nižjo vlažnostjo pa njegova prevodnost še pada. Neprevodna površina 
povzroči, da pri analizi s SEM večina primarnih elektronov iz elektronskega curka ostaja na 
površini, nabiranje elektronov pa povzroči oblak negativnega naboja. Ta skupek elektronov 
slabo vpliva na dobljeno sliko, povzroči izgubo kontrasta, saj na mestu večje koncentracije 
elektronov dobimo zelo svetla in na ostalih zelo temna področja. Ta pojav s tujko imenujemo 
»charging« efekt. Ta efekt lahko preprečimo, če na površino vzorca nanesemo zelo tanek 
sloj kovine ali ogljika, s čimer povečamo prevodnost vzorca in s tem omogočimo, da se 
nanešeni elektroni ne zadržujejo na površini vzorca. To nam omogoča uporaba 
napraševalnika. Kovine, ki se običajno uporabljajo za napraševanje vzorcev so zlato, platina 
in krom. V kolikor ne želimo vzorca kontaminirati s kovino, pa lahko na vzorec naparimo 
tudi ogljik. V našem primeru smo uporabili zlato. Platina in krom se uporabljata v primeru, 
ko želimo vzorce opazovati pri zelo velikih povečavah (nad 50.000-krat), tolikšne povečave 
pa pri preiskovanju anatomije lesa niso potrebne. Debelina nanosa plasti kovine se giblje 
okoli 20 nanometrov. Pri napraševanju se pojavi izjemno majhna zrnatost površine 
(naprašeni delci kovine), kar pa za preiskovanje struktur lesa pri običajnih, do 4.000-kratnih 
povečavah ni moteče (Murtey in Ramasamy, 2016). 
 
3.9.1 Parametri napraševanja 
 
Za preskušanje napraševanja vzorcev smo se odločili že pri delovnih hipotezah. Nismo pa 
napraševali vseh vzorcev, saj smo želeli najprej poiskati optimalno pripravo površine 
(optimalno rezanje). Ko smo vzpostavili optimalno tehniko rezanja pa smo vse vzorce 
pripravili in jih nato pred slikanjem naprašili z zlatom. Po izkušnjah smo vedeli, da bo 
napraševanje le še izboljšalo kvaliteto slike, saj ta zaključna faza izboljšave prevodnosti 
vzorca nima neposrednega vpliva na kakovost pred tem pripravljene površine lesa. 
Napraševanje je potekalo v napraševalniku Quorum Q150R ES (slika 16a). Napraševali smo 
zlato (Au), pri toku 20 mA in času 90 s (slika 16b). 
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a) b) 
Slika 16: a) napraševalnik Quorum Q150R ES; b) vzorci med napraševanjem z zlatom v komori. 
 
3.10 VRSTIČNI ELEKTRONSKI MIKROSKOP – QUANTA 250 
 
Vse analize z vrstično elektronsko mikroskopijo so bile opravljene na vrstičnem 
elektronskem mikroskopu Oddelka za lesarstvo, FEI Quanta 250 (slika 17). Ta mikroskop 
omogoča delo v treh različnih režimih podtlaka, odvisno od vrste vzorca. Za dobro prevodne 
in stabilne vzorce je najprimernejši režim z najnižjim tlakom, t.i. »High Vacuum« (tlak v 
komori v rangu 1 × 10-4 Pa), za manj prevodne in manj stabilne vzorce je primeren režim s 
tlakom v komori od 50 do 100 Pa, t.i. »Low Vacuum«, za zelo nestabilne, vroče ali hlapne 
vzorce pa svetujejo uporabo pri tlakih nad 300 Pa, t.i. eSEM – Environmental SEM. Pogoji 
elektronskega snopa so prav tako lahko zelo različni, za visoke povečave (nad 20.000-krat) 
potrebujemo tudi snop z veliko energijo, ki jo dosežemo z visoko pospeševalno napetostjo 
(pri tem modelu mikroskopa največ 30 kV), za manjše povečave pa so dovolj tudi 
pospeševalne napetosti od 5 do 10 kV. Vse naše slike so bile posnete v pogojih s srednjim 
tlakom (Low Vacuum) in pri pospeševalni napetosti elektronskega snopa 5 kV, signal 
elektronov pa nam je v sliko na zaslonu prevajal detektor LFD (Large Field Detector). 
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Slika 17: Vrstični elektronski mikroskop na Biotehniški fakulteti na Oddelku za lesarstvo, FEI Quanta 250. 
 
Glede na vrsto in lastnosti materiala, ki ga opazujemo, je potrebno na samem mikroskopu 
nastaviti nekaj parametrov, ki pomembno vplivajo na kvaliteto slike. Ti parametri so tudi 
zapisani na dnu vsake od slik (slika 18), saj na tak način lahko kadarkoli preverimo pogoje 
zajema slike.  
 
 
Slika 18: Parametri pri slikanju na SEM, ki so zapisani tudi pod vsako posneto sliko. 
Parametri, ki jih nastavljamo za slikanje so: 
 
• dwell (30 µs) – »dwell time« pove koliko časa se zapisujejo podatki iz analogne v 
digitalno obliko, medtem ko je elektronski žarek lociran na posamezni točki površine 
vzorca. Dlje časa kot se žarek zadržuje na omenjeni točki, dlje časa poteka izbijanje 
sekundarnih elektronov s te točke in s tem količina signala, ki je neposredno 
povezana z ločljivostjo slike.  
 
• HV (5,00 kV) – »High Voltage« ta termin lahko prevedemo kot pospeševalna 
napetost elektronskega žarka. Z večanjem pospeševalne napetosti dosežemo manj 
sipanja elektronov, ostreje omejeno točko primarnega snopa na preparatu oziroma 
bolj kakovostno sliko, zaradi česar lahko dosežemo tudi večje povečave. Hkrati pa 
je zaradi večje pospeševalne napetosti penetracija elektronskega žarka v vzorec 
večja, s čimer dobimo na detektor tudi nekaj informacij iz globine vzorca (kar nam 
sicer prikrije določene informacije neposredno s površine). 
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• mag (100-krat) – velikost povečave, ki jo nastavimo za opazovanje vzorca. 
 
• WD (8,8 mm) – »Working Distance« oziroma delovna razdalja od najnižjega 
ogrodnega dela leče do površine vzorca pri izostreni sliki (slika 19). 
 
Slika 19: Delovna razdalja je na sliki označena kot FWD (Free Working Distance) in prikazuje oddaljenost 
površine vzorca od ogrodja leče (Quanta training – X50 series, 2018). 
 
• det (LFD) – »Large Field Detector« je vrsta detektorja, ki smo ga uporabljali pri 
naših raziskavah. Namenjen je zajemu slike pri nizkem tlaku in za pridobitev slike 
izkorišča sekundarne izbite elektrone. SEM za pridobitev slike uporablja več 
različnih detektorjev, ki so prikazani na sliki (ETD – Everhart-Thornley Detector in 
BSED – Back Scatter Electron Detector) (slika 20). 
 
a)  b) 
Slika 20: a) LFD detektor, ki smo ga uporabljali pri našem slikanju; b) detektorji v komori, ki jih lahko 
uporabimo za pridobitev slike (Quanta training – X50 series, 2018). 
 
• spot (4,0) – »spot size« je premer usmerjenega žarka, ki zadane površino vzorca in 
je neposredno povezan z resolucijo oz. ločljivostjo slike (slika 21). Za pridobitev 
slike z visoko ločljivostjo mora biti »spot size« čim manjši, da lahko žarek zazna tudi 
manjše delce na površini opazovanega vzorca. 
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Slika 21: Velikost spot size-a, ko zadane površino preiskovanega vzorca (Nanakoudis, 2017). 
 
• pressure (50 Pa) – tlak v komori vrstičnega elektronskega mikroskopa. Pri zajemu 
slike naših vzorcev lesa smo uporabili tlak 50 Pa – t.i. delo v nizkem tlaku. Območje 
nizkega tlaka je od 10 – 200 Pa in se uporablja predvsem za slabo prevodne vzorce, 
v našem primeru ne-naprašene vzorce. V primeru slabo prevodnih vzorcev dobimo 
bolj kakovostne slike pri nizkih tlakih kakor pri visokih (nad 200 Pa).  
 
• 500 µs – velikostna skala, ki predstavlja znano dolžino pri določeni povečavi. 
 
3.10.1 Priprava na slikanje z vrstičnim elektronskim mikroskopom 
 
Pred pričetkom slikanja smo končno pripravljene vzorce lesa z obojestranskim lepilnim 
ogljikovim trakom prilepili na posebne kovinske nosilce (slika 22a). V kolikor smo vzorce 
napraševali je temu sledilo napraševanje skupaj z nosilci. Tako pripravljene vzorce smo 
vstavili na delovno mizo mikroskopa. Vzorce sicer lahko postavimo tudi neposredno na 
delovno mizo (brez nosilcev), vendar zaradi zagotovitve, da ne pride do neželenega 
premikanja vzorcev pri spreminjanju tlaka med delovanjem mikroskopa uporabimo nosilce. 
Pri manipulaciji z deli mikroskopa znotraj komore, je obvezna uporaba laboratorijskih 
rokavic s čimer preprečimo vnašanje nečistoč v komoro. 
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a) b) 
Slika 22: a) vzorec na nosilcu z oznakami obdelave in opazovane anatomske ravnine (KŽ – krožna žaga, P↑ - 
prečni prerez v smeri puščice); b) nameščanje vzorcev na delovno mizico in zapiranje komore mikroskopa. 
 
Število vzorcev, ki jih lahko hkrati postavimo na delovno mizico, je odvisno od njihovih 
dimenzij in velikosti delovne mizice. Najprej smo slikali vzorce v obliki kocke s stranicami 
1,5 cm in v tem primeru smo naenkrat lahko na mizici imeli štiri vzorce (slika 23a). Kasneje 
smo velikost nekoliko zmanjšali na 1 x 1 x 1 cm in v tem primeru smo lahko na delovno 
mizico postavili 6 vzorcev hkrati. Vedno, ko smo vzorce postavili v komoro smo si zapisali 
oznako in položaj vzorca, da kasneje pri slikanju nismo imeli težav z identifikacijo kateri 
vzorec trenutno analiziramo. Zelo pomembna je bila tudi nastavitev višine delovne mizice. 
Za pravilno nastavitev smo si pomagali s posebnim pripomočkom, s kateri smo lahko 
definirali višino (slika 23b). Optimalna višina delovne mizice je pomembna za pridobitev 
kakovostne slike. V primeru, da bi bil vzorec nameščen previsoko, pa bi lahko vzorci pri 
zapiranju komore zadeli ogrodje detektorja v notranjosti.  
 
a)  b) 
Slika 23: a) vzorci postavljeni na delovni mizici; b) nastavitev višine delovne mizice s pomočjo določevalnika 
višine. 
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Po zapiranju komore mikroskopa se vse nadaljnje operativno delo izvaja preko računalnika 
in programske opreme xT microscope Control C6.2.11. 
 
 
3.11 IZDELAVA PREPARATOV ZA KLASIČNO SVETLOBNO MIKROSKOPIJO 
 
Eden od ciljev naloge je bil primerjati slike SEM s slikami pridobljenimi s klasično 
svetlobno mikroskopijo. Za izdelavo preparatov za svetlobno mikroskopijo je bilo potrebno 
odrezati vzorce debeline 20 μm na drsnem mikrotomu z zamenljivim nožem (slika 23). Med 
rezanjem smo nož in vzorec stalno vlažili z destilirano vodo. Vlaženje je potrebno, da se 
odrezana rezina lesa ne izsuši in ne zvija. Uporabili smo rezine, ki smo jih odrezali z zadnjim 
rezom poravnavanja površine za SEM (slika 24). S tem smo hkrati dobili tudi paralelne 
vzorce za opazovanje s SEM in svetlobno mikroskopijo. 
 
 
Slika 24: Rezanje preparatov na mikrotomu z zamenljivim nožem. 
 
Odrezane rezine posameznih prerezov smo vstavili v epruveto v kateri je bil 50% etanol, 
tako smo vzorce shranili za nadaljnjo obdelavo (slika 25a). V naslednjem koraku smo rezine 
lesa iz vseh treh ravnin dali na urno steklo ter nato vzorce prelili z barvilom (slika 25b). 
 
Slika 25: a) rezine lesa v epruveti s 50% etanolom; b) obarvane rezine lesa na urnem steklu. 
 
a) b) 
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Odrezane rezine smo obarvali z barvilom, ki je mešanica astra modrega, safranina, ocetne 
kisline in deionizirane vode (Werf in sod., 2007). Astra modro barvilo obarva celulozo, 
safranin pa lignin v lesu. Vzorce smo pustili v barvilu približno 15 minut in jih nato dvakrat 
izpirali s 50 % etanolom, nato s 70 % in nazadnje še s 100 % etanolom. Namen izpiranja je 
dehidracija in odstranitev odvečnega barvila in vode, ki se ne veže v celično strukturo lesa. 
Po izpiranju je sledila izdelava trajnih preparatov. Na objektno steklo smo nanesli kapljico 
smole Euparal 3C-129 (Chroma), nanjo položili po en odrezan vzorec in nanj nanesli še eno 
kapljico smole, ter vse skupaj prekrili s krovnim steklom. Izdelane preparate smo obtežili z 
utežjo in počakali, da se je smola popolnoma utrdila. 
 
 
Slika 26: Izdelan preparat hrasta (Quercus sp.) z vsemi tremi ravninami. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
Za opazovanje strukture lesa je bilo potrebno za vsako vrsto pripraviti po tri vzorce, na 
katerih smo nato ločeno preiskovali prečni, radialni in tangencialni prerez (P, R T). Ker je 
bilo načinov priprave površine veliko smo se odločili, da samo na eni lesni vrsti opravimo 
vse načine priprave površine, da določimo optimalno pripravo. Tako smo na bukovih vzorcih 
pripravili površine na vse načine katere smo si izbrali in so bili predstavljeni v prejšnjem 
poglavju. Vse pripravljene površine smo nato poslikali s SEM in slike sistematično uredili. 
Slikali smo prečni, radialni in tangencialni prerez. Cilj je bil ugotoviti, katera priprava 
površine nam omogoča najkvalitetnejše slikanje. Pri rangiranju primernosti obdelave smo 
upoštevali kvaliteto ohranjenosti anatomije lesa, kakovost dobljene slike, čas, ki je potreben 
za pripravo površine ter ali je mogoče z določeno tehniko pripraviti vse tri prereze. 
 
4.1 PRIMERJAVA TEHNIK PRIPRAVE POVRŠIN LESA 
V nadaljevanju so predstavljeni vsi prerezi pri različnih povečavah, pripravljeni z vsemi 
tehnikami priprave površin katere smo izbrali. Zaradi boljše preglednosti se vse slike pri 
določenem prerezu nahajajo na svoji strani. Tehnike priprave so razvrščene od najslabše 
proti najboljši pripravi površine. 
 
4.1.1 Tehnike priprave prečnega prereza 
 
Pri prečnem prerezu smo površino pripravili s sedmimi različnimi tehnikami. Najslabše 
rezultate smo dobili z brušenjem površine (slika 27a) ter z odrezovanjem s krožnim žagalnim 
listom (slika 27b). Pri obeh omenjenih tehnikah obdelave lesa se na slikah jasno vidi, da na 
površini skoraj ne moremo razpoznati strukture lesa; ne moremo razločiti lumnov in celičnih 
sten, niti velikosti in oblike celic. Razlog za to je, da pri brušenju in odžagovanju potrgamo 
celične stene in vlakna ter ostale komponente celične stene (predvsem lignin) nato v smeri 
brušenja oz. odžagovanja potisnemo preko in tudi v celične lumne. S tem dobimo zapolnjeno 
in deloma zakrito površino in posledično seveda nejasno sliko strukture lesa. Brušenje in 
odžagovanje sta groba postopka priprave površine, ki sta sicer hitra, vendar so rezultati 
pokazali, da sta postopka popolnoma neprimerna za pripravo površin za slikanje s SEM. 
 
Naslednja priprava površine je mikrotom s klasičnim nožem (slika 27c in 28a), pri tej 
pripravi so lumni celic mnogo bolje vidni. Kljub temu pa lahko vidimo dele potrganih 
celičnih sten in vlaken, ki jih je nož v smeri odrezovanja slabo odrezal in potrgane potisnil 
v lumne celic (trahej) (slika 27c). Drsni mikrotom s klasičnim nožem že leta uporabljamo za 
izdelavo preparatov za klasično svetlobno mikroskopijo in se je izkazal za zelo primernega 
za rezanje lesa debelin med 15 do 20 µm. Rezultati naše raziskave pa so pokazali, da za 
pripravo površine za opazovanje s SEM klasični nož ni optimalen in sicer ravno zaradi slabše 
odrezanih celičnih sten, kar se odraža v delni razvlaknjenosti oziroma raztrganosti predvsem 
tanjših celičnih sten, kot so traheje in parenhimske celice. 
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a) brušenje površine b) odrezovanje s krožnim žagnimi listom 
c) mikrotom s klasičnim nožem - brez 
dodatne predpriprave površine 
d) mikrotom z zamenljivim nožem – 
predpriprava s prepojitvijo s parafinom 
e) mikrotom z zamenljivim nožem – brez 
dodatne predpriprave površine 
f) mikrotom z zamenljivim nožem – 
predpriprava z zamrznitvijo vzorcev 
g) mikrotom z zamenljivim nožem – 
predpriprava z močenjem površine 
 
Slika 27: Bukev (Fagus sylvatica), prečni prerez; primerjava različnih tehnik priprave površine lesa pri 400-
kratni povečavi. 
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Mikrotomu s klasičnim nožem sledi priprava površine z mikrotomom z zamenljivim nožem 
in sicer s predpripravo s prepojitvijo s parafinom (slika 27d) po ustaljenem postopku (Rossi 
in sod., 2006). Pri tej tehniki je površina zelo gladko odrezana in je skoraj brez odtrganih 
delcev celičnih sten in vlaken. Glavna pomanjkljivost pa je v tem, da se kljub raztapljanju z 
raztopino (UltraClear 3905, J.T.Baker) parafin ni v celoti izpral iz vzorca in se je na nekaterih 
delih inkrustiral v celične lumne in medcelične prostore. Ostanki parafina so na sliki vidni 
kot skupki velikosti med 20 in 50 µm (slika 28b) in tako motijo prikaz strukture lesa. Tehnika 
priprave je tudi časovno zamudna, v primeru, da bi parafin še bolj temeljito izpirali pa bi se 
čas le še podaljšal. Pri razvrstitvi tehnik od najslabše proti najboljši je bil upoštevan tudi 
časovni aspekt, saj nekatere tehnike priprave površine zahtevajo bistveno več časa od drugih.  
 
 
Tehniki s parafinom sledi rezanje površine na mikrotomu z zamenljivim nožem brez posebne 
predpriprave – rezanje v suhem stanju (slika 27e). Pri tej tehniki je sicer površina nekoliko 
slabša kot pri predpripravi s parafinom, vendar kot omenjeno zaradi bistveno hitrejšega 
postopka in samo malo slabše kvalitete to tehniko uvrščamo pred tehniko s parafinom. Ker 
je bil vzorec rezan v suhem stanju vidimo sledi noža, ki je vibriral med rezanjem (slika 29a). 
To je tudi glavna pomanjkljivost te tehnike, je pa zaradi hitrega postopka priprave površine 
ena od bolj primernih pri razvrstitvi.  
 
a)  b) 
Slika 28: Bukev (Fagus sylvatica), prečni prerez pri 2000-kratni povečavi, drsni mikrotom; a) površina rezana 
s klasičnim nožem; b) površina rezana z zamenljivim nožem - predpriprava s prepojitvijo s parafinom, vidna 
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a)  b) 
Slika 29: Bukev (Fagus sylvatica), prečni prerez pri 1000-kratni povečavi, drsni mikrotom; a) površina rezana 
s zamenljivim nožem, vidne sledi, ki so posledica vibriranja noža (puščica) ; b) površina rezana z zamenljivim 
nožem - predpriprava z zamrznitvijo vzorcev. 
 
Druga najboljše pripravljena površina je rezanje z mikrotomom z zamenljivim nožem s 
predpripravo z zamrznitvijo vzorcev (slika 27f in 29b). Pri tej tehniki ni vidnih odtrganih 
delcev celičnih sten in vlaken. Površina je primerljiva s tehniko rezanja z mikrotomom z 
zamenljivi nožem s predpripravo z močenjem površine (slika 27g), ki smo jo v razmerju med 
kvaliteto in zahtevnostjo priprave označili za najboljšo. Glavna razlika med njima je čas, ki 
ga porabimo za pripravo površine. Pri zamrznitvi je postopek relativno dolg, in v primerjavi 
z močenjem površine veliko zamudnejši. Ker z zamrznitvijo vzorcev ne dobimo boljše 
površine, kot pri močenju smo jo zato uvrstili na drugo mesto.  
 
Najbolj optimalna priprava površine za slikanje s SEM je torej rezanje z zamenljivim nožem 
s predpripravo z močenjem površine. Ta tehnika časovno ni zamudna, dobljeni rezultati pa 
so zelo dobri. Opazili smo, da pri vseh tehnikah, kjer je površina mokra ali namočena dobimo 
boljše rezultate. Razlog je v tem, da je navlažen les nekoliko omehčan, nož ga zato lažje 
odreže in med rezanjem tudi bolj gladko drsi po površini. S tem ne prihaja do vibracij in 
neželenih anomalij na površini vzorca. 
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4.1.2 Tehnike priprave radialnega in tangencialnega prereza 
 
Na radialnem in tangencialnem prerezu smo površino pripravili z osmimi različnimi 
tehnikami (sliki 30 in 31). Tehnike priprave površine so razvrščene od najslabše proti 
najboljši (a-h). Rezultati so podobni kot pri prečnem prerezu. Ker pa nekaj tehnik, ki smo 
jih uporabili pri prečnem prerezu, nismo mogli uporabiti pri radialnem in tangencialnem 
prerezu in obratno, so dobljeni rezultati posebej komentirani v nadaljevanju. 
 
Na radialnem in tangencialnem prerezu smo najslabše rezultate dobili s skobljanjem (slika 
30a in 31a) ter podobno kot pri prečnem prerezu z brušenjem površine (slika 30b in 31b). 
To je dobro vidno na slikah, saj sta to edina načina priprave površine, pri katerih skoraj ni 
mogoče videti pikenj v trahejah na radialnem prerezu in parenhimskih celic trakov v 
tangencialnem prerezu. Prav tako ne moremo videti trahejnih členov. Razlog je v tem, da pri 
skobljanju in brušenju potrgamo celične stene in vlakna, ki jih nato v smeri brušenja oz. 
odrezovanja potisnemo v celične lumne. S tem dobimo slabo pripravljeno površino in 
nejasno sliko strukture lesa. Skobljanje in brušenje sta groba postopka priprave površine, ki 
sta sicer hitra in pripravita za prosto oko lepo površino, pri vizualizaciji s tehniko SEM pa 
se tudi na obeh vzdolžnih prerezih izkažeta za neprimerno tehniko. 
 
Sledi jima priprava površine z rezanjem z mikrotomom s klasičnim nožem (slika 30c in 31c). 
Pri tej tehniki že lahko razločimo piknje v trahejah in tudi posamezne trahejne člene. 
Parenhimske celice v trakovih so pri tej tehniki slabo vidne, saj je nož potrgal celične stene 
in jih nato v smeri odrezovanja potisnil v lumne.  
 
Naslednje so prikazane priprave z mikrotomom z zamenljivim nožem s predpripravo s 
prepojitvijo s parafinom (slika 30d in 31d), mikrotom z zamenljivim nožem brez posebne 
predpriprave površine – rezanje v suhem stanju (slika 30e in 31e) ter mikrotom z 
zamenljivim nožem s predpripravo z zamrznitvijo vzorcev (slika 30f in 31f). S temi 
tehnikami smo dobili primerljive rezultate med seboj. Najslabša od njih je predpriprava s 
prepojitvijo s parafinom saj se tudi na teh prerezih parafin ni v celoti izpral iz vzorca in se je 
na nekaterih delih inkrustiral v celične lumne in medcelične prostore. Parafinski ostanki 
zaradi slabe električne prevodnosti dodatno povzročajo težave in poslabšajo samo kakovost 
slike SEM.  
 
Pri rezanju suhih vzorcev z mikrotomom z zamenljivim nožem smo na vzdolžnih prerezih 
dobili nekoliko boljše rezultate kot na prečnem prerezu. Pri rezanju vzdolžnih prerezov 
namreč ni prišlo do vibriranja noža, kljub temu pa so v manjši meri vidni potrgani deli 
celičnih sten in vlaken, saj nož zaradi suhe površine ni mogel tako gladko drseti po površini 
(sliki 30e in 31e). Zmrznjeni vzorci rezani na mikrotomu z zamenljivim nožem so kvalitetno 
odrezani, saj skoraj ni vidnih odtrganih delov (sliki 30f in 31f). Vendar pa je kot smo že 
omenili čas priprave vzorcev z zamrznitvijo zelo dolg.  
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Prav zato smo naslednjo tehniko cepljenja (slika 30g in 31g) uvrstili pred njo. S cepljenjem 
vzdolžnih površin smo presenetljivo dobili zelo dobre rezultate. S tehniko cepljenja dobimo 
večino lesnih tkiv in celic v celoti, in ne prerezanih kot pri večini ostalih tehnik. Glavna 
pomanjkljivost te tehnike je, da dobim reliefno - neravno površino. Problem se pojavi pri 
opazovanju s SEM saj so izbočeni deli bližje snopu elektronov, kot pa vbočeni deli. S tem 
dobimo na površini večji kontrast (svetlo-temno). Ker pa anatomski gradniki (celice) niso 
prerezani, nam cepljenje omogoča zelo dober vpogled v obliko ter povezanost posameznih 
celic. Kot pomanjkljivost pa lahko štejemo tudi to, da s cepljenjem ne moremo pripraviti 
površine za opazovanje prečnega prereza.  
 
Najbolj optimalna priprava površine za opazovanje s SEM pa je tako kot pri prečnem prerezu 
rezanje z mikrotomom z zamenljivim nožem s predpripravo z močenjem površine (slika 30h 
in 31h). Ta tehnika časovno ni zamudna, dobljeni rezultati pa so zelo dobri. Ker je kvaliteta 
površine pri nekaterih tehnikah med seboj zelo primerljiva moramo ponoviti, da je bil 
povsod upoštevan tudi čas, ki ga pripravimo za pripravo površine. Upoštevano je tudi to ali 
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a) skobljanje površine b) brušenje površine 
c) mikrotom s klasičnim nožem – brez 
dodatne predpriprave površine 
d) mikrotom z zamenljivim nožem – 
predpriprava s prepojitvijo s parafinom 
e) mikrotom z zamenljivim nožem– brez 
dodatne predpriprave površine 
f) mikrotom z zamenljivim nožem – 
predpriprava z zamrznitvijo vzorcev 
g) cepljenje površine h) mikrotom z zamenljivim nožem – 
predpriprava z močenjem površine 
Slika 30: Bukev (Fagus sylvatica); Primerjava različnih tehnik priprave površine lesa na radialnem prerezu pri 
1000-kratni povečavi. 
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a) skobljanje površine b) brušenje površine 
c) mikrotom s klasičnim nožem – brez 
dodatne predpriprave površine 
d) mikrotom z zamenljivim nožem – 
predpriprava s prepojitvijo s parafinom 
e) mikrotom z zamenljivim nožem – brez 
dodatne predpriprave površine 
f) mikrotom z zamenljivim nožem - 
predpriprava z zamrznitvijo vzorcev 
g) cepljenje površine h) mikrotom z zamenljivim nožem – 
predpriprava z močenjem površine 
Slika 31: Bukev (Fagus sylvatica); Primerjava različnih tehnik priprave površine lesa na tangencialnem 
prerezu pri 400-kratni povečavi. 
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4.2 PRIMERJAVA NENAPRAŠENIH IN NAPRAŠENIH VZORCEV 
 
Kot že opisano v poglavju o napraševanju (3.9.1) z nanašanjem tankega sloja zlata 
spremenimo prevodnost lesa in na ta način optimiziramo električne lastnosti površine za 
opazovanje s SEM (Murtey in Ramasamy, 2016). Na sliki 32 so nazorno prikazane razlike 
med ne-naprašenimi in naprašenimi vzorci. Rezultati jasno prikazujejo upravičenost 
napraševanja površine lesa pred opazovanjem s SEM. Na podlagi tega smo se tudi mi 
odločili, da vse naše vzorce pripravljene z optimalno tehniko rezanja pred slikanjem še 
naprašimo. Pri manjših povečavah razlika ni tako očitna, a do izraza močno pride pri večjih 
povečavah pri katerih bistveno izboljša kakovost zajema slike. 
 
a) prečni prerez bukve pri 4000-kratni 
povečavi – brez napraševanja 
b) prečni prerez bukve pri 4000-kratni 
 povečavi – z napraševanjem 
c) radialni prerez bukve pri 4000-kratni 
povečavi – brez napraševanja 
d) radialni prerez bukve pri 4000-kratni 
povečavi – z napraševanjem 
e) tangencialni prerez bukve pri  
4000-kratni povečavi – brez napraševanja 
f) tangencialni prerez bukve pri 4000-kratni 
povečavi – z napraševanjem 
Slika 32: Bukev (Fagus sylvatica); primerjava ne-naprašenih in z zlatom naprašenih vzorcev na prečnem, 
radialnem in tangencialnem prerezu pri 4000-kratni povečavi.  
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4.3 PRIMERJAVA VRSTIČNE ELEKTRONSKE MIKROSKOPIJE S KLASIČNO 
SVETLOBNO MIKROSKOPIJO 
 
Eden od ciljev raziskave je bil primerjati fotografije zgradbe lesa pridobljene s klasično 
svetlobno mikroskopijo in SEM mikroskopijo. Za primerjavo med obema vrstama 
mikroskopije smo pripravili vzorce istega kosa lesa. Preden smo z mikrotomom naredili 
končni rez na površini vzorca za SEM, smo odrezali rezino lesa debeline 20 µm. To smo 
naredili za vse tri prereze in nato izdelali preparate. Vzorce smo nato najprej opazovali s 
SEM ter pridobili slike in nato poskušali enake strukture najti tudi na vzorcih s svetlobno 
mikroskopijo. Na prečnem prerezu javorja nam je uspelo poiskati natančno iste anatomske 
gradnike pri obeh vrstah mikroskopije. Za orientacijo, da res gledamo iste gradnike so na 
prečnem prerezu z rdečim krogom pri obeh vrstah mikroskopije označene natančno iste 
traheje (slika 33). Na radialnem in tangencialnem prerezu pa zaradi specifične anatomske 
zgradbe lesa ni možno najti istih celic, saj jo z 20 µm debelo rezino pravzaprav odrežemo in 
tako gledamo že naslednji sloj celic. V prečnem prerezu to ni težava, saj so celice lesa 
(traheje, aksialni parenhim in vlakna) v obliki cevi in lahko opazujemo natanko isti snop 
celic.  
 
Na prvi pogled je najbolj očitna razlika med elektronsko mikroskopijo in svetlobno 
mikroskopijo obarvanost anatomskih gradnikov. Po klasičnem postopku za svetlobno 
mikroskopijo uporabljamo barvilo astra modro, ki obarva celulozo in safranin rdeče za 
obarvanje lignificiranih tkiv (Werf in sod., 2007). Pri svetlobni mikroskopiji tako zaradi 
obarvanosti posameznih struktur hitreje dobimo boljšo predstavo o anatomski zgradbi lesa. 
Tako pri manjših povečavah do 400-krat lahko govorimo o zelo primerljivih rezultatih 
vizualizacije strukture lesa s svetlobno in SEM mikroskopijo. Ko pa želimo opazovanja pri 
večjih povečavah pa so strukture na SEM slikah vidne mnogo bolj jasno. Tako bi lahko 
izpostavili, da je za povečave do 400-krat zelo uporaben svetlobni mikroskop, SEM pa svoje 
glavne prednosti pokaže predvsem pri večjih povečavah. Pomemben parameter je tudi 
ločljivost, saj s svetlobnim mikroskopom lahko ločimo strukture velikosti nekje med 200 in 
300 nm, z vrstičnim elektronskim pa strukture velikosti že od 10-20 nm (Čufar, 2006). Pri 
SEM je zelo pomembna tudi globinska ostrina, ki je pri tem tipu mikroskopije zelo velika, 
medtem, ko pri svetlobnem mikroskopu ostrina pada z večanjem povečave. Pri večjih 
povečavah pri opazovanju s SEM se manjša velikost vidnega polja.  
 
Na slikah od 33 do 35 je prikazana struktura javorja (Acer sp.) v vseh treh prerezih. Pri obeh 
tehnikah so lepo razločne branike in difuzen razpored trahej (slika 33). Pri SEM so bolje 
vidne intervaskularne piknje na radialnem in tangencialnem prerezu, prav tako so veliko bolj 
kot pri svetlobni mikroskopiji vidne helikalne odebelitve v trahejnih členih (sliki 34 in 35). 
Na radialnem prerezu vidno trakovno tkivo, pa je bistveno bolje opazno pri svetlobni 
mikroskopiji, saj se barvno razlikuje od vzdolžno usmerjenih trahej in vlaken. Trakovi so 
enoredni do večredni, pojavljajo se v večjem številu – to je lepo vidno pri obeh tehnikah 
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mikroskopije. Na prečnem prerezu so pri nad 600-kratni povečavi pri SEM zelo lepo vidne 
piknje v traku medtem, ko se na vseh prerezih opazi, da pri 600-kratni povečavi pri svetlobni 
mikroskopiji, slika ni več tako ostra in je teže dobiti kakovostno ostro sliko. S tem lahko 
potrdimo, da se uporabnost svetlobnega mikroskopa pri tej povečavi zmanjšuje, poveča pa 
se uporabnost vrstičnega elektronskega mikroskopa, saj lahko pri večjih povečavah (tudi do 








Slika 33: Javor (Acer sp.); primerjava vrstične elektronske mikroskopije (slike levo) s klasično svetlobno 
mikroskopijo (slike desno) na prečnem prerezu pri različnih povečavah. 
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Slika 34: Javor (Acer sp.); primerjava vrstične elektronske mikroskopije (slike levo), s klasično svetlobno 
mikroskopijo (slike desno) na radialnem prerezu pri različnih povečavah. 
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Slika 35: Javor (Acer sp.); primerjava vrstične elektronske mikroskopije (slike levo) s klasično svetlobno 
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4.4 DETAJLI ANATOMSKIH ZNAKOV IZBRANIH DOMAČIH LESNIH VRST 
POSNETIH Z VRSTIČNIM ELEKTRONSKIM MIKROSKOPOM 
 
V nadaljevanju so prestavljeni detajli anatomskih znakov različnih drevesnih vrst, katere 
smo izbrali za to raziskavo. Vse površine so bile pripravljene z najbolj optimalnim načinom 
priprave, katerega smo ga opredelili tekom naloge (mikrotom z zamenljivim nožem s 
predpripravo močenja površine). Edina izjema je bil evropski macesen (Larix decidua), saj 
ga z močenjem površine in mikrotomom z zamenljivim nožem nismo uspeli zadovoljivo 
odrezati. Pri macesnu smo uporabili tehniko predpriprave prepajanja s parafinom. Zaradi 
velikega števila fotografij (preko 300 fotografij: 9 lesnih vrst, beljava in jedrovina, po trije 
prerezi – vse poslikano pri 7 različnih povečavah) smo se odločili, da v ta del naloge 
vključimo le prikaze posameznih anatomskih detajlov pri večjih povečavah (nad 1000-krat) 
zato, ker je vrstični elektronski mikroskop tudi namenjen velikim povečavam. Zaradi boljše 
orientacije in identifikacije anatomskih znakov pa so poleg detajlov pri večjih povečavah, 
desno tudi slike pri manjših povečavah (oznake a1, b1 in c1). Z rdečim okvirčkom je 
označeno kateri del slike je prikazan pri večji povečavi. Vse ostale fotografije lesnih vrst pri 
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4.4.1 Bukev (Fagus sylvatica) 
Na sliki 36 je prikazana struktura lesa bukve na treh prerezih pri 8000-kratni povečavi. 
Vidimo, da lahko kljub veliki povečavi, ki s klasičnim svetlobnim mikroskopom ni 
dosegljiva, lepo razločimo meje med posameznimi celicami ter strukturne posebnosti 
lesnega tkiva. Na prečnem prerezu (slika 36a) so lepo vidne celične stene osnovnega tkiva 
(vlaknaste traheide oz. libriformska vlakna) katere so debele zgolj med 2 in 3 µm. Med 
stenami vlaken je mogoče videti združeno srednjo lamelo in manjše medcelične prostore 
med primarnim in sekundarnim celičnim slojem. Na radialnem prerezu (slika 36b) je 
prikazana notranjost celične stene traheje z dvema nasprotnima intervaskularnima piknjama 
ter prerezano celično steno na levi strani. Detajl tangencialnega prereza (slika 36c) pa 
prikazuje zgradbo celične stene trakovnega parenhima. Ostale slike so prikazane v prilogah 
A1-A3.  
 
a) prečni prerez pri 8000-kratni povečavi a1) prečni prerez pri 200-kratni povečavi 
b) radialni prerez pri 8000-kratni povečavi b1) radialni prerez pri 400-kratni povečavi 
c) tangencialni prerez pri 8000-kratni 
povečavi 
c1) tangencialni prerez pri 400-kratni 
povečavi 
Slika 36: Bukev (Fagus sylvatica): a) prečni prerez osnovnega tkiva; b) nasprotni intervaskularni piknji v 
trahejnem členu; c) celične stene trakovnega parenhima. 
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4.4.2 Javor (Acer sp.)  
Anatomska zgradba javorja je prikazana na sliki 37. Na prečnem prerezu (slika 37a) so na 
levi strani vidne parenhimske celice in piknje v trakovnem tkivu, poleg se nahajajo celice 
osnovnega tkiva, skrajno desno pa vidimo trahejo (poro) premera okoli 80 µm. Na radialnem 
prerezu (slika 37b) so prikazana vzdolžno prerezana vlakna z dvema piknjama. Na desni 
sliki pri manjši povečavi so lepo vidne helikalne odebelitve trahejnega člena (slika 37b1). 
Na tangencialnem prerezu (slika 37c) vidimo parenhimske celice, v eni celici je viden sklop 
enostavnih pikenj med dvema celicama. Ob traku desno pa se nahaja prerezano vlakno. 
Ostale slike so prikazane v prilogah A4-A6. 
 
 
a) prečni prerez pri 2000-kratni povečavi a1) prečni prerez pri 200-kratni povečavi  
b) radialni prerez pri 4000-kratni povečavi b1) radialni prerez pri 400-kratni povečavi  
c) tangencialni prerez pri 4000-kratni 
povečavi 
c1) tangencialni prerez pri 400-kratni 
povečavi  
Slika 37: Javor (Acer sp.): a) piknje v trakovnem tkivu (levo), v sredini prečni prerez osnovnega tkiva, desno 
velika pora; b) vlakna s piknjami; c) parenhimske celice v trakovnem tkivu (levo), prerezano vlakno (desno). 
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4.4.3 Lipa (Tilia sp.) 
Anatomska zgradba lipe je prikazana na sliki 38. Na sliki 38a je prikazan prečni prerez 
osnovnega tkiva, v levem zgornjem in desnem spodnjem kotu pa prerez traheje. Med stenami 
vlaken je mogoče videti združeno srednjo lamelo. Na radialnem prerezu (slika 38b) so 
prikazane velike in okrogle piknje (premer od 15 do 20 µm) med trakovnim tkivom in 
trahejo. Na tangencialnem prerezu (slika 38c) levo opazimo prerezana osnovna tkiva, desno 




a) prečni prerez pri 2000-kratni povečavi a1) prečni prerez pri 200-kratni povečavi  
b) radialni prerez pri 4000-kratni povečavi b1) radialni prerez pri 400-kratni povečavi  
c) tangencialni prerez pri 4000-kratni 
povečavi 
c1) tangencialni prerez pri 400-kratni 
povečavi  
Slika 38: Lipa (Tilia sp.): a) prečni prerez osnovnega tkiva ter por; b) velike in okrogle piknje; c) vlakna (levo), 
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4.4.4 Pavlovnija (Paulownia tomentosa) 
Na sliki 39 je prikazana struktura lesa pavlovnije. Na prečnem prerezu (slika 39a) lahko pri 
veliki povečavi vidimo primarni in sekundarni sloj celične stene vlakna; celice so med seboj 
nekoliko razmaknjene po združeni sredni lameli, kar pripisujemo posledici rezanja. Na 
radialnem prerezu (slika 39b) sta vidni piknji v osnovnem tkivu. Detajl tangencialnega 
prereza (slika 39c) lepo prikazuje izmenične intervaskularne piknje znotraj trahejnega člena. 
Predvsem sliki 39a in 39c potrjujeta odlično resolucijo ter globinsko ostrino tudi pri večjih 
povečavah pri slikanju lesa s SEM. Ostale slike so prikazane v prilogah A10-A12. 
 
 
a) prečni prerez pri 8000-kratni povečavi a1) prečni prerez pri 200-kratni povečavi  
b) radialni prerez pri 4000-kratni povečavi b1) radialni prerez pri 400-kratni povečavi  
c) tangencialni prerez pri 4000-kratni 
povečavi 
c1) tangencialni prerez pri 400-kratni 
povečavi  
Slika 39: Pavlovnija (Paulownia tomentosa): a) prečni prerez osnovnega tkiva; b) piknji v osnovnem tkivu; c) 
izmenične intervaskularne piknje v trahejnem členu. 
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4.4.5 Hrast (Quercus sp.) 
4.4.5.1 Beljava hrasta 
 
Na sliki 40 je prikazana zgradba lesa beljave hrasta na treh prerezih pri 4000-kratni povečavi. 
Na prečnem prerezu (slika 40a) so lepo vidne debele celične stene osnovnega tkiva 
(libriformska vlakna), debeline od 5 do 7 µm ter majhni lumni premera od 2 in 5 µm. Na 
sliki je vidna črta, ki je rezultat vibracije noža. Na radialnem prerezu (slika 40b) je prikazana 
notranjost celične stene traheje z večjim številom izmeničnih intervaskularnih pikenj, na 
spodnji strani je vidna stena med dvema trahejnima členoma. Detajl tangencialnega prereza 
(slika 40c) pa prikazuje parenhimske celice v homogenem, nad 10-rednem trakovnem tkivu, 
v lumnu celic so lepo vidna škrobna zrna. Ostale slike so prikazane v prilogah A13-A15. 
 
 
a) prečni prerez pri 4000-kratni povečavi a1) prečni prerez pri 200-kratni povečavi 
b) radialni prerez pri 4000-kratni povečavi b1) radialni prerez pri 400-kratni povečavi 
c) tangencialni prerez pri 4000-kratni 
povečavi 
c1) tangencialni prerez pri 400-kratni 
povečavi 
Slika 40: Hrast (Quercus sp.) beljava: a) prečni prerez osnovnega tkiva; b) izmenične intervaskularne piknje 
v traheji; c) parenhimske celice v trakovnem tkivu. 
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4.4.5.2 Jedrovina hrasta 
 
Na sliki 41 je prikazana struktura jedrovine hrasta 4000-kratni povečavi. Na prečnem prerezu 
(slika 41a) so na desnem delu slike vidne tanjše celice (vazicentrične traheide) na levem delu 
slike pa debelejše celične stene libriformskih vlaken. Na radialnem prerezu (slika 41b) na 
levi strani je prikazana notranjost celične stene traheje kasnega lesa z večjim številom 
izmeničnih intervaskularnih pikenj, desno od parenhima pa so vidna vzdolžno prerezana 
vlakna. Na tangencialnem prerezu (slika 41c) vidimo robni parenhimski celici v 
homogenem, eno-rednem nizkem trakovnem tkivu. Višina prikazanega traku je 200 µm, kar 




a) prečni prerez pri 4000-kratni povečavi a1) prečni prerez pri 200-kratni povečavi  
b) radialni prerez pri 4000-kratni povečavi b1) radialni prerez pri 400-kratni povečavi  
c) tangencialni prerez pri 4000-kratni 
povečavi 
c1) tangencialni prerez pri 400-kratni 
povečavi  
Slika 41: Hrast (Quercus sp.) jedrovina: a) prečni prerez osnovnega tkiva; b) vzdolžno prerezano tkivo (traheje 
in vlakna); c) parenhimski celici v trakovnem tkivu. 
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4.4.6 Jesen (Fraxinus excelsior) 
Na sliki 42 je prikazana struktura jesena na treh prerezih, pri 2000-kratni povečavi na 
prečnem prerezu, 8000-kratni povečavi pri radialnem prerezu ter 4000-kratni pri 
tangencialnem prerezu. Na prečnem prerezu (slika 42a) opazimo skupino celic osnovnega 
tkiva (libriformska vlakna), v sredini se nahaja trakovno tkivo, skrajno desno pa aksialni 
parenhim s piknjami, ki je v stiku s trahejo (paratrahealen vazicentričen parenhim). Na 
radialnem prerezu (slika 42b) sta v sredini vidni enostavni piknji v parenhimu ob traheji. 
Detajl tangencialnega prereza (slika 42c) pa prikazuje ureditev parenhimskih celic v 
homogenem, 4-rednem trakovnem tkivu. Ostale slike so prikazane v prilogah A19-A21. 
 
 
a) prečni prerez pri 2000-kratni povečavi a1) prečni prerez pri 200-kratni povečavi  
b) radialni prerez pri 8000-kratni povečavi b1) radialni prerez pri 400-kratni povečavi  
c) tangencialni prerez pri 4000-kratni 
povečavi 
c1) tangencialni prerez pri 400-kratni 
povečavi  
Slika 42: Jesen (Fraxinus excelsior): a) prečni prerez osnovnega tkiva, v sredini trakovno tkivo, skrajno desno 
aksialni parenhim; b) enostavni piknji v parenhimu; c) parenhimske celice v trakovnem tkivu. 
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4.4.7 Smreka (Picea abies) 
Na sliki 43 je prikazana struktura lesa smreke na treh prerezih pri 4000-kratni povečavi. 
Lepo razločimo meje med posameznimi celicami ter strukturne posebnosti lesnega tkiva. Na 
prečnem prerezu (slika 43a) so vidne celice traheid ranega lesa s tankimi celičnimi stenami 
in večjimi lumni premera nad 50 µm. Tudi na teh fotografijah se vidi, da notranji sloj celične 
stene ob lumnu na določenih mestih ni lepo odrezan in jih je nož potisnil v celične lumne. 
Med stenami vlaken je mogoče videti združeno srednjo lamelo in manjše medcelične 
prostore med primarnim in sekundarnim celičnim slojem. Na radialnem prerezu (slika 43b) 
vidimo obokano piknjo v radialni steni traheide, na notranjih stenah traheid pa se tudi vidi 
odluščen notranji sloj sekundarne celične stene (sloj S3). Na tangencialnem prerezu (slika 
43c) pa vidimo zaključno celico (trakovno traheido) v enorednem heterocelularnem 
trakovnem tkivu. Ostale slike so prikazane v prilogah A22-A24. 
 
a) prečni prerez pri 4000-kratni povečavi a1) prečni prerez pri 200-kratni povečavi  
b) radialni prerez pri 4000-kratni povečavi b1) radialni prerez pri 400-kratni povečavi  
c) tangencialni prerez pri 4000-kratni 
povečavi 
c1) tangencialni prerez pri 400-kratni 
povečavi  
Slika 43: Smreka (Picea abies): a) prečni prerez traheid ranega lesa; b) obokana piknja; c) na sredini slike je 
končna trakovna traheida, levo in desno pa so aksialne traheide. 
Novak J. Priprava površin lesa za slikanje z vrstičnim elektronskim mikroskopom. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za lesarstvo, 2018 
52 
4.4.8 Rdeči bor (Pinus sylvestris) 
4.4.8.1 Beljava rdečega bora 
 
Na sliki 44 je prikazana struktura lesa beljave rdečega bora. Na prečnem prerezu (slika 44a) 
so prikazane celične stene aksialnih traheid na prehodu iz ranega v kasni les (tanke celične 
stene in večji lumni premera nad 20 µm. Med stenami vlaken je mogoče videti združeno 
srednjo lamelo in manjše medcelične prostore med primarnim in sekundarnim celičnim 
slojem. Na radialnem prerezu (slika 44b) vidimo oknasto piknjo v križnem polju, ki pa je 
reducirana, ker se nahaja v kasnem lesu. Detajl tangencialnega prereza (slika 44c) prikazuje 
parenhimski celici traku med dvema aksialnima traheidama. Ostale slike so prikazane v 
prilogah A25-A27. 
 
a) prečni prerez pri 4000-kratni povečavi a1) prečni prerez pri 200-kratni povečavi  
b) radialni prerez pri 8000-kratni povečavi b1) radialni prerez pri 400-kratni povečavi  
c) tangencialni prerez pri 4000-kratni 
povečavi 
 
c1) tangencialni prerez pri 400-kratni 
povečavi  
 
Slika 44: Rdeči bor (Pinus sylvestris) beljava: a) prečni prerez aksialnih traheid; b) reducirana oknasta piknja 
v križnem polju; c) parehnimski celici v traku. 
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4.4.8.2 Jedrovina rdečega bora 
 
Jedrovina rdečega bora je prikazana na sliki 45. Na prečnem prerezu (slika 45a) so vidne 
celice aksialnih traheid ranega lesa s tankimi celičnimi stenami. Med stenami vlaken je 
mogoče videti združeno srednjo lamelo. Na desni sliki pri manjši povečavi je vidno, da je 
pri rezanju jedrovine notranji sloj sekundarne celične stene na več mestih odstopil. Radialni 
prerez (slika 45b) prikazuje obokane piknje v radialnih stenah aksialnih traheid. Na 
tangencialnem prerezu (slika 45c) pa vidimo robne celice heterocelularnega traku, na levi 
strani lumen traheide na desni strani pa vzdolžno prerezano celično steno aksialne traheide. 
Ostale slike so prikazane v prilogah A28-A30. 
 
 
a) prečni prerez pri 4000-kratni povečavi a1) prečni prerez pri 200-kratni povečavi  
b) radialni prerez pri 2000-kratni povečavi b1) radialni prerez pri 400-kratni povečavi  
c) tangencialni prerez pri 4000-kratni 
povečavi 
c1) tangencialni prerez pri 400-kratni 
povečavi  
Slika 45: Rdeči bor (Pinus sylvestris) jedrovina: a) prečni prerez traheid ranega lesa; b) obokane piknje; c) 
parenhimske celice in prerezana traheida – lumen na levi strani. 
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4.4.9 Evropski macesen (Larix decidua) 
Na sliki 46 je prikazana struktura lesa evropskega macesna pri 2000-kratni povečavi na 
prečnem prerezu ter 4000-kratni povečavi na radialnem in tangencialnem prerezu. Macesen 
je edina lesna vrsta pri kateri smo morali uporabiti predpripravo s prepojitvijo s parafinom. 
Problematična je bila predvsem priprava prečnega prereza, medtem, ko na radialni in 
tangencialni površini nismo imeli večjih težav. Na prečnem prerezu (slika 46a) so prikazane 
traheide kasnega lesa z zelo debelimi celični stenami (od 15 do 20 µm) in izredno majhnimi 
lumni. Vidne so tudi črte (raze), ki so posledica slabše ostrine noža med rezanjem. Na 
radialnem prerezu (slika 46b) so vidne majhne piknje piceoidnega tipa med trakovnim 
parenhimom in aksialnimi traheidami (piknje v križnem polju). Detajl tangencialnega 
prereza (slika 46c) pa prikazuje parenhimske celice v enorednem heterocelularnem traku. 
Ostale slike so prikazane v prilogah A31-A33. 
 
a) prečni prerez pri 2000-kratni povečavi a1) prečni prerez pri 200-kratni povečavi  
b) radialni prerez pri 4000-kratni povečavi b1) radialni prerez pri 400-kratni povečavi  
c) tangencialni prerez pri 2000-kratni 
povečavi 
c1) tangencialni prerez pri 400-kratni 
povečavi  
Slika 46: Evropski macesen (Larix decidua): a) prečni prerez traheid kasnega lesa; b) piceoidne piknje v 
križnem polju; c) parenhimske celice v trakovnem tkivu. 
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Rezultati naše študije so pokazali, da s tehnikami odrezovanja, ki jih imamo na voljo na 
Oddelku za lesarstvo (Biotehniška Fakulteta), lahko zelo primerno pripravimo površine 
vzorcev lesa za vrstično elektronsko mikroskopijo. Spoznali smo, da je za večino lesnih vrst 
optimalna priprava vzorca narejena z drsnim mikrotomom z odrezovanjem z zamenljivim 
nožem. V kolikor vzorec ni svež oz. vlažen, pred samim odrezovanjem površino vzorca za 
nekaj minut namočimo z vodo, s čimer lesno tkivo omehčamo in tako izboljšamo kvaliteto 
reza. Po odrezovanju vzorec izpihamo s filtriranim stisnjenim zrakom in za izboljšano 
kvaliteto analize površino vzorca še naprašimo z zlatom.  
 
Naša raziskava je pokazala, da tudi lesna vrsta s svojimi variabilnostmi (posledica anatomske 
zgradbe s svojimi fizikalnimi lastnostmi in pa kemijske lastnosti oz. posebnosti) vpliva tudi 
na kvaliteto odrezovanja površine. V kolikor s postopkom, ki smo ga mi določili kot 
optimalnega, pri določnih vrstah ne dobimo zadosti kvalitetno pripravljene površine, je 
potrebno preizkusiti še druge postopke predpriprave odrezovanja, kot so na primer 
vklapljanje v parafin, zamrzovanje, itd.. 
 
Glede na predhodne študije priprave vzorcev za opazovanje s SEM smo uporabljene metode 
prilagodili glede na tehnične zmožnosti Oddelka za lesarstvo, čas priprave vzorcev ter 
smiselnost uporabe tehnike. Za biološke vzorce je v strokovni literaturi naveden ustaljen 
postopek priprave vzorcev (npr. Jeol, 2009). Les vsebuje velik delež vode, v svežem stanju 
imamo dostikrat opravka z vlažnostjo, ki je enaka napojitveni vlažnosti lesa. Biološkemu 
vzorcu v živem stanju z določeno vsebnostjo vode, bi ob odvzemu ter prekinitvi živega stanja 
voda začela izhajati iz vzorca. S tem bi se vzorec osušil, v času sušenja se lahko zgodijo še 
določeni biološki in fizikalni procesi,  zaradi sušenja pa bi se vzorec lahko deformiral. 
Večino bioloških vzorcev oz. tkiv si  želimo opazovati v naravnem, prvotnem stanju, zato je 
pomembno, da dosežemo ohranitev intaktnega stanja vzorca. Velikost vzorca mora biti 
primerna za opazovanje s SEM torej moramo paziti, da vzorec lahko nemoteno vstavimo na 
mizico in v komora mikroskopa. Zaradi preprečitve biološke in/ali fizikalne deformacije 
vzorca ga je potrebno predhodno fiksirati. Fiksacijo običajno opravimo z različnimi 
kemikalijami, kot so glutaraldehid, formaldehid in osmijev tetraoksid. V primeru fiksacije z 
osmijevim tetraoksidom vzorec absorbira večji delež kovinskih delcev osmija, kar vzorcu 
poveča prevodnost. V literaturi zasledimo tudi opise zahtevnejših tehnik priprave površine, 
kot so npr. prepajanje z različnimi kemikalijami (ocetna kislina, vodikov peroksid, natrijev 
hipoklorit, aceton, osmijev tetraoksid), fiksacija v prevodni ogljikov cement, Spurr epoksi 
smolo in napraševanje s platino (Jansen in sod., 2008; Johansson in Sandberg, 2007; Adya 
in sod., 2013). Zahtevnejše priprave površin so potrebne predvsem takrat, ko želimo 
strukturo lesa opazovati pri zelo velikih povečavah, kot je bilo npr. za opazovanje membran 
intervaskularnih pikenj, katere imajo premer okoli 4 µm (Jansen in sod., 2008). 
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Za nekatere biološke vzorce je primerna tudi fiksacija z zamrzovanjem, katero smo opravili 
tudi v tehnikah priprave površin v tej nalogi.  Po fiksaciji vzorca sledi dehidracija, pri kateri 
vzorec potopimo v raztopino etanola ali acetona za določeno časovno obdobje. Med 
dehidracijo se koncentracija raztopine spreminja korak za korakom po določnem ustaljenem 
postopku. Nato sledi sušenje pri katerem vzorcu odstranimo raztopino, katero smo uporabili. 
V primeru uporabe sušenja v naravnih pogojih, bi lahko tvegali preveliko ostrino sušenja s 
čimer bi se vzorec utegnil deformirati. Zaradi tega velikokrat uporabljamo metodo sušenja 
pri kritični točki (ang. »critical-point drying«) ali liofilizacijo oziroma postopek z 
zamrzovanjem (ang. »freeze drying«) (Jeol, 2009). 
 
Vendar nas je v tej magistrski nalogi zanimalo predvsem opazovanje lesa v zračno suhem 
stanju (vlažnost od 8 do 12 %). Zaradi tega vzorcev nismo pripravljali po ustaljenih 
postopkih, ampak smo postopek modificirali, uporabili pa smo določen del priporočenih 
postopkov. V našem primeru smo med drugim uporabili tudi tehniko predpriprave vzorcev 
z zamrzovanjem, ki se je izkazala za dobro. Vendar zamrzovanja nismo uporabili za namen 
ohranitve vzorca v čim bolj naravnem stanju, temveč zato, da smo pri rezanju vzorca v 
zamrznjenem stanju dobili čim bolj čist in natančen rez površine. Predvsem so imele v 
zamrznjenem stanju celične stene prečno oporo pri odrezovanju in jih s tem mikrotomski 
nož ni lomil in potiskal v celične lumne. 
 
Samo rezanje predpripravljenega vzorca je možno na veliko načinov. Že pred skoraj 4 
desetletji je Kučera (Kučera, 1981) proučeval vpliv različnih načinov rezanja (prosto z roko,  
mikrotomom, z ultra-mikrotomom ob uporabi stereo-mikroskopa) ter vpliv nožev in rezilnih 
kotov na rezanje vzorcev, ki so bili predhodno kuhani v 50% raztopini glicerola in vode.  
Podoben pristop so uporabili tudi raziskovalci, ki so na različne načine odrezovanja 
pripravili prečni prerez lesa smreke (Picea abies) za opazovanje s SEM in ESEM (Turkulin 
s sod., 2005). V raziskavi so površine odrezovali z mikrotomom, primerjali pa so predvsem 
kvaliteto odrezovanja vlažnih vzorcev suhih vzorcev. Vzorce so odrezovali v suhem stanju 
(brez posebne predpriprave površine) ali pa so jih pred odrezovanjem za 30 minut potopili 
v raztopino destilirane vode in etanola v razmerju 1:1. Rezultate odrezovanja vzorcev z 
mikrotomom v suhem stanju lahko primerjamo s praktično identično pripravo površine, 
katero smo uporabili v tej nalogi (odrezovanje z mikrotomom – brez posebne predpriprave 
površine). Pri tej tehniki se opazi trganje celičnih sten, saj je zaradi osušenosti vzorca, 
površina trda in krhka. Prav zaradi tega so v raziskavi uporabili tudi predpripravo površine 
s potopitvijo vzorcev v raztopino etanola. S tem so zmanjšali poškodbe na površini vzorca 
zaradi »drdranja« noža (Turkulin s sod.., 2005). Rezultate te tehnike lahko primerjamo z 
tehniko priprave površine z odrezovanjem z mikrotomom s predpripravo močenja površine 
pred odrezovanjem, ki smo jo uporabili v nalogi. Rezultati so primerljivi, s tem, da je pri 
naši ugotovljeni najbolj optimalni tehniki priprave površine, čas priprave krajši. Vzorce 
namreč samo namočimo s čopičem in počakamo da se voda deloma vpije, približno 30 
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sekund. Vlažnost vzorcev za opazovanje s SEM je bila v obeh raziskavah od 8 do 12 %. 
Glavna prednost naše tehnike je tudi uporaba ostrejšega zamenljivega noža. 
 
Ena izmed sodobnejših uporabljenih tehnik priprave površin v praksi je tudi UV laserski rez 
(ang. »UV excimer laser ablation«) (Panzer s sod., 1998, Jones s sod.,  2012, Mertens s sod., 
2006). UV laserski rez je najbolje razvit na področju medicine, kjer se npr. uporablja pri 
natančnih operacijah oči. Metoda zahteva ustrezno tehnično opremo in je dokaj zahtevna za 
izvedbo. Ko smo primerjali naše rezultate z dosežki iz dostopne literature, kjer so površino 
pripravljali z laserskim rezanjem, smo ugotovili, da so naši rezultati od nekaterih boljši z 
nekaterimi pa povsem  primerljivi. S tem lahko sklepamo, da lahko z bistveno manj 
zahtevnim in hitrejšim postopkom, dosežemo primerljive ali celo boljše rezultate. Dodatno 
pa samo površino oplemenitimo z napraševanjem z zlatom, ki dokazano izboljša kakovost 
slike pri opazovanju s SEM (Murtey in Ramasamy, 2016). 
 
Ob primerjavi uporabljenih tehnik v tej magistrski nalogi z že opravljenimi študijami 
opazovanja lesa s SEM, lahko potrdimo uspešnost zadanih ciljev. Poudariti moramo 
predvsem to, da smo se pri pripravi površin osredotočili predvsem na tehnične zmožnosti 
Oddelka za lesarstvo. Zaradi nedavno pridobljenega vrstičnega elektronskega mikroskopa 
smo želeli preveriti, če lahko v relativno kratkem času in z uporabo razpoložljivih sredstev 
pridobimo kakovostne površine lesa za opazovanje s SEM. Zavedamo se, da je optimalno 
določena tehnika priprave površine definirana za večino lesnih vrst, pri določenih pa bo 
tehniko potrebno dodatno optimizirati oziroma uporabiti popolnoma drugačno metodo s 
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5 SKLEPI  
 
V okviru magistrske naloge smo na različne načine pripravili vzorce lesa za opazovanje z 
vrstičnim elektronskim mikroskopom (SEM). Preizkusili smo različne tehnike predpriprave 
in rezanja površin lesa, ki so na razpolago na Oddelku za lesarstvo Biotehniške fakultete. Na 
izbrani lesni vrsti smo z razpoložljivimi tehnikami in pristopi optimizirali pripravo lesa. Z 
izbrano tehniko pa smo v nadaljevanju pripravili vzorce različnih lesnih vrst ter jih 
podrobneje preučili z vrstičnim elektronskim mikroskopom. 
 
Klasično obdelane površine lesa, kot so žaganje s krožno žago, skobljanje in brušenje, je 
mogoče pripraviti in opazovati s SEM. Sama tehnika obdelave (odrezovanja lesnega tkiva) 
pri omenjenih postopkih pa ne omogoča opazovanja strukture lesa na celičnem nivoju, saj 
ne moremo razločiti lumnov in celičnih sten, niti velikosti in oblike celic. Razlog za to so 
potrgane celične stene in njihovo drobljenje v celične lumne. Žaganje s krožno žago, 
skobljanje in brušenje so hitri in nezahtevni postopki priprave površine, vendar popolnoma 
neprimerni za pripravo površin za slikanje s SEM. 
 
S tehniko cepljenja lesa vzdolž poteka lesnih vlaken (radialni in tangencialni prerez) večino 
lesnih tkiv in celic ne prerežemo oz. poškodujemo, kot pri večini ostalih tehnik v celoti. 
Tehnika cepljenja je dokaj nezahtevna in hitra, glavna pomanjkljivost pa je, da dobim 
neravno (reliefno) površino. To pa nam pri slikanju s SEM povzroča težave, saj so izbočeni 
deli bližje snopu elektronov, kar se (predvsem pri manjših povečavah) odraža na slabši 
ostrini slike in povečanem neželenem kontrastu med temnimi in svetlimi deli. Ker pa 
anatomski gradniki (celice) niso prerezani, nam cepljenje vzdolž lesnih vlaken omogoča zelo 
dober vpogled v obliko ter povezanost posameznih celic.  
 
Odrezovanje lesa na drsnem mikrotomu je tehnika, ki se je izkazala za najboljšo. Preizkusili 
smo dva tipa nožev in sicer klasični masivnejši nož ter tanjše nože za enkratno uporabo 
(zamenljivi noži rotacijskega mikrotoma). Pri rezanju na mikrotomu s klasičnim nožem so 
lumni celic lepo vidni, vendar kljub temu pride do potrganih celičnih sten in vlaken, ki jih je 
nož v smeri odrezovanja slabše odreže in potrgane potisne v lumne celic. Rezultati so 
pokazali, da za pripravo površine za opazovanje s SEM klasični nož ni optimalen. 
 
Priprava površine je bila najboljša pri rezanju na drsnem mikrotomu z zamenljivim nožem. 
S pravilno predpripravo je bila površina zelo gladko odrezana in skoraj brez odtrganih delcev 
celičnih sten. 
 
Predpriprava površine s prepajanjem v parafinu nam omogoči zelo kvalitetno odrezano 
površino, glavna pomanjkljivost pa so drobni ostanki parafina inkrustiranega v celične 
lumne in medcelične prostore. Tehnika predpriprave s parafinom je tudi časovno zamudna. 
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Predpriprava z zamrzovanjem vzorcev (predhodno namočenih v vodi) je prav tako 
omogočila kvalitetno pripravo površine. Sama kvaliteta površine je primerljiva s kvaliteto 
priprave, ki smo jo označili kot optimalno, je pa postopek namakanja, zamrzovanja, 
odrezovanja in kontroliranega sušenja dolgotrajen. 
 
Rezanje površine na mikrotomu z zamenljivim nožem brez posebne predpriprave (rezanje v 
suhem stanju) nam omogoči hitro in nezahtevno pripravo, vendar je sama kvaliteta 
pripravljene površine nekoliko slabša. Težave nastopijo predvsem pri rezanju prečnih 
prerezov, ker zaradi usmerjenosti vlaken in višje gostote celične stene pride do trenja med 
nožem in odrezanimi celičnimi stenami. Vibracije noža, ki jih povzroča trenje (drdranje 
noža) pa nato na površini puščajo sledi odrezovanja. 
 
Kot optimalna priprava površine opazovanja s SEM se je v okviru naloge izkazalo za rezanje 
z zamenljivim nožem s predpripravo z močenjem površine. Tehnika časovno ni zamudna, 
dobljeni rezultati pa so zelo zadovoljivi. Navlažen les je nekoliko omehčan, nož ga lažje 
odreže in med rezanjem tudi bolj gladko drsi po površini. S tem ne prihaja do vibracij in 
neželenih anomalij na površini vzorca. 
 
Z napraševanjem oz. nanašanjem tankega sloja zlata spremenimo prevodnost lesa in na ta 
način optimiziramo električne lastnosti površine za opazovanje s SEM. Primerjava analize 
ne-naprašenih in naprašenih vzorcev je dokazala smiselnost napraševanja površine lesa pred 
opazovanjem s SEM. Prednosti napraševanja se pokažejo predvsem pri večjih povečavah, 
kjer je kakovost slik bistveno boljša. 
 
Zanimive rezultate nam je podala primerjava svetlobne in SEM mikroskopije. Pri svetlobni 
mikroskopiji zaradi obarvanosti posameznih struktur hitreje dobimo boljšo predstavo o 
anatomski zgradbi lesa. Tako pri manjših povečavah do 400-krat lahko govorimo o zelo 
primerljivih rezultatih vizualizacije strukture lesa s svetlobno in SEM mikroskopijo. Pri 
večjih povečavah pa so strukture na SEM slikah vidne mnogo bolj jasno. Lahko sklenemo, 
da je za povečave do 400-krat zelo uporaben svetlobni mikroskop, SEM pa svoje glavne 
prednosti pokaže predvsem pri večjih povečavah.  
 
Kljub temu, da smo s preizkušanjem različnih tehnik optimizirali metodologijo priprave 
vzorcev, se je izkazalo, da je tudi lesna vrsta s svojo anatomsko kot tudi kemično zgradbo 
zelo pomemben dejavnik, ki vpliva na kvaliteto priprave površine. Na primeru evropskega 
macesna se je izkazalo, da prečnega prereza ni bilo možno kvalitetno pripraviti z optimalno 
določenim postopkom in smo morali pripravo ponoviti z dolgotrajnejšim prepajanjem v 
parafin. 
 
Analiza izbranih lesnih vrst s SEM nam je omogočila vpogled v detajle celičnih struktur pri 
velikih povečavah (tudi do 8000-krat), kar je novost na Oddelku za lesarstvo. Z relativno 
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nezahtevnim in hitrim načinom priprave površine nam je uspelo doseči zelo kakovostne slike  
s SEM. Pri večjih povečavah se je SEM izkazal kot odlična metoda za natančno preiskovanje 
anatomskih karakteristik lesa. 
 
Nakup in uporaba SEM mikroskopa je dokazano odprla nove razsežnosti preiskovanja 
zgradbe in lastnosti lesa. S to magistrsko nalogo smo pripravili navodila za ustrezno pripravo 
vzorcev in s tem podali teoretično in praktično podlago za nadaljnje preiskave anatomije lesa 
z uporabo SEM na Oddelku za lesarstvo. 
 
Novak J. Priprava površin lesa za slikanje z vrstičnim elektronskim mikroskopom. 




Raziskovanje zgradbe lesa ima na Biotehniški fakulteti na Oddelku za lesarstvo že dolgo 
tradicijo. Največkrat uporabljena tehnika za preiskovanje je svetlobna mikroskopija, ki je 
bila poleg stereomikroskopije, na Oddelku za lesarstvo do nedavnega edina metoda za 
raziskovanje zgradbe lesa na mikroskopskem nivoju. Z nakupom vrstičnega elektronskega 
mikroskopa (SEM – scanning electron microscope) se raziskovalcem odpirajo povsem nove 
možnosti, ki na določenih področjih raziskav presegajo klasično mikroskopijo v svetlem 
polju. 
 
V okviru magistrske naloge smo želeli na različne načine pripraviti vzorce za opazovanje s 
SEM. Uporabili smo tehnike priprave površin, ki so na razpolago na Oddelku za lesarstvo. 
S primerjavo površin pridobljenih z različnimi tehnikami smo želeli najti najbolj optimalno 
metodo priprave vzorcev, s čimer bi postavili osnovo za preiskovanje anatomije lesa z 
uporabo SEM. Iz vzporednih vzorcev smo pripravili primerjalne vzorce za klasično 
svetlobno mikroskopijo. S tem smo lahko primerjali obe tehniki in določili prednosti in 
slabosti posamezne tehnike. Pri določeni optimalni tehniki priprave površin smo preizkusili 
tudi učinek napraševanja površine z zlatom. Učinek napraševanja preverjeno izboljša 
kakovost slike pridobljene s SEM. Najbolj optimalen način priprave površin dodatno 
obdelan z napraševanjem z zlatom smo nato uporabili za slikanje anatomskih znakov 
izbranih lesnih vrst. 
 
V prvem delu magistrske naloge smo izbrali nekaj tipičnih predstavnikov iglavcev ter 
venčasto in difuzno poroznih listavcev. Od difuzno poroznih listavcev smo tako izbrali: 
bukev (Fagus sylvatica), javor (Acer sp.), lipo (Tilia sp.) in pavlovnijo (Paulownia 
tomentosa). Od venčasto poroznih listavcev smo pripravili ločeni beljavo in jedrovino hrasta 
(Quercus sp.) ter jedrovino jesena (Fraxinus excelsior). Od iglavcev pa smo pripravili: 
evropski macesen (Larix decidua), smreko (Picea abies) ter ločeno beljavo in jedrovino 
rdečega bora (Pinus sylvestris). Uvodoma smo na kratko opisali njihovo makroskopsko in 
mikroskopsko zgradbo. Pri pregledu objav smo preučili različne tehnike, ki se uporabljajo 
za opazovanje strukture lesa ter predstavili njihovo specifično namembnost. Preučili smo 
različne mikroskopske tehnike; transmisijsko svetlobno mikroskopijo, fluorescentno 
mikroskopijo, tri-dimenzionalno magnetno resonančno slikanje, tehnike ionizirajočega 
sevanja, termične tehnike, mikrovalovne tehnike, ultrazvočne tehnike, transmisijsko 
svetlobno mikroskopijo ter vrstično elektronsko mikroskopijo. Glede na predhodno 
opravljeno študijo načina priprave vzorca in spoznavanje dela z vrstičnim elektronskim 
mikroskopom (Scanning Electron Microscope - SEM) smo na različne načine pripravili 
vzorce. Raziskava je bila opravljena na suhih vzorcih v laboratoriju za Anatomijo lesa na 
Oddelku za lesarstvo. Najprej smo vse tehnike priprave površine opravili na bukvi in s tem 
določili s katero tehniko pridobimo najboljše rezultate.  
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Za najboljšo tehniko se je izkazal drsni mikrotom z zamenljivim nožem s predpripravo 
močenja površine pred pričetkom rezanja. Ugotovili smo, da so tehnike brušenja in 
skobljanja površine ter odrezovanja s krožnim žagalnim listom neprimerni načini priprave 
površin lesa za opazovanje s SEM. Z rezanjem površine z mikrotomom s klasičnim nožem 
smo dobili nekoliko boljše rezultate, vendar zaradi geometrije in posledično slabše ostrine 
noža ni bil rez popoln. Določeni deli celičnih sten niso bili odrezani temveč odluščeni in 
potisnjeni v lumne lastnih ali sosednjih celice, kar posledično vpliva na samo kvaliteto jasne 
slike zgradbe lesa. Zelo dobre rezultate smo pridobili s cepljenjem površine. Zaradi 
odcepitve smo lahko slikali celice v celoti in ne prerezane, kot pri večini drugih tehnik. Pri 
cepljenju pa dobljena površina ni ravna in zato smo imeli pri manjših povečavah zaradi 
reliefne površine težave pri pridobitvi kakovostne slike. Površina lesa, ki jo opazujemo je 
namreč različno oddaljena od vira elektronov, kar povzroča nejasno sliko. Za slabost 
cepljenja smo izpostavili tudi dejstvo, da ne moremo pripraviti površine za opazovanje 
prečnega prereza. Kot omenjeno smo najboljše rezultate pridobili pri rezanju z drsnim 
mikrotomom z zamenljivim nožem. Pri tej tehniki smo uporabili tudi tri različne 
predpriprave površine. Najslabša izmed njih je bila tehnika prepojitve s parafinom. Samo 
odrezovanje površine je bilo sicer dobro, problem se je pojavil, ker parafina nismo uspeli v 
celoti izprati iz vzorcev. To je povzročalo težavo pri pridobitvi slike s SEM, saj so ostanki 
parafina zaradi svoje neprevodnosti povzročali motnost pridobljene slike, ostanki parafina 
pa so bili tudi vidni na slikah. Tehniki zmrzovanja in močenja površine pred rezanjem sta 
bili med seboj primerljivi. Zaradi upoštevanja časovnega aspekta, pa smo na prvo mesto 
postavili slednjo, saj pri tehniki zmrzovanju in sušenja vzorcev porabimo bistveno več časa. 
 
Pri najbolj optimalno obdelani površini smo preverili tudi učinek napraševanja površine z 
zlatom. Napraševanje je izboljšalo kakovost zajema slik, zato smo ga uporabili tudi pri 
pripravi vzorcev izbranih lesnih vrst, pri katerih smo slikali tudi detajle anatomskih 
karakteristik pri večjih povečavah. Opisali smo postopek priprave za opazovanje s SEM ter 
predstavili določene parametre slikanja, ki so pomembni za pridobitev kakovostne slike. 
Slikanje anatomije lesa s SEM je potekalo pri različnih pogojih in povečavah. Iz vzporednih 
vzorcev smo pripravili primerjalne vzorce za klasično svetlobno mikroskopijo. Obe tehniki 
mikroskopije smo med seboj primerjali in predstavili prednosti in slabosti vsake od njih. Na 
pripravljenih vzorcih smo s SEM posneli vse tri anatomske ravnine tipičnih predstavnikov 
iglavcev in listavcev in poiskali njihove karakteristične anatomske znake. Ugotovili smo, da 
je možno z relativno enostavnim in hitrim načinom priprave površine doseči zelo kakovostne 
slike z uporabo SEM. Pri večjih povečavah se je SEM izkazal kot odličen potencial za 
preiskovanje anatomske zgradbe lesa. S to nalogo smo nadaljnjim raziskavam anatomske 
zgradbe lesa pri preiskovanju s SEM podali teoretično in praktično podlago ter navodila za 
optimalno pripravo vzorcev v okviru tehničnih zmožnosti Oddelka za lesarstvo. 
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Novak J. Priprava površin lesa za slikanje z vrstičnim elektronskim mikroskopom. 




Bukev (Fagus sylvatica); prečni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
Novak J. Priprava površin lesa za slikanje z vrstičnim elektronskim mikroskopom. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za lesarstvo, 2018 
 
Priloga A2 
Bukev (Fagus sylvatica); radialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A3 
Bukev (Fagus sylvatica); tangencialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A4 
Javor (Acer sp.); prečni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A5 
Javor (Acer sp.); radialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A6 
Javor (Acer sp.); tangencialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A7 
Lipa (Tilia sp.); prečni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A8 
Lipa (Tilia sp.); radialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava 
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Priloga A9 
Lipa (Tilia sp.); tangencialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava 
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Priloga A10 
Pavlovnija (Paulownia tomentosa); prečni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A11 
Pavlovnija (Paulownia tomentosa); radialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A12 
Pavlovnija (Paulownia tomentosa); tangencialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A13 
Hrast (Quercus sp.) beljava; prečni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A14 
Hrast (Quercus sp.) beljava; radialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A15 
Hrast (Quercus sp.) beljava; tangencialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A16 
Hrast (Quercus sp.) jedrovina; prečni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A17 
Hrast (Quercus sp.) jedrovina; radialni prerez različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A18 
Hrast (Quercus sp.) jedrovina; tangencialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A19 
Jesen (Fraxinus excelsior); prečni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A20 
Jesen (Fraxinus excelsior); radialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A21 
Jesen (Fraxinus excelsior); tangencialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A22 
Smreka (Picea abies); prečni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A23 
Smreka (Picea abies); radialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava 
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Priloga A24 
Smreka (Picea abies); tangencialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava 
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Priloga A25 
Rdeči bor (Pinus sylvestris) beljava; prečni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A26 
Rdeči bor (Pinus sylvestris) beljava; radialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A27 
Rdeči bor (Pinus sylvestris) beljava; tangencialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A28 
Rdeči bor (Pinus sylvestris) jedrovina; prečni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A29 
Rdeči bor (Pinus sylvestris) jedrovina; radialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A30 
Rdeči bor (Pinus sylvestris) jedrovina; tangencialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A31 
Evropski macesen (Larix decidua); prečni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava 
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Priloga A32 
Evropski macesen (Larix decidua); radialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
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Priloga A33 
Evropski macesen (Larix decidua); tangencialni prerez pri različnih povečavah 
a) 50-kratna povečava b) 100-kratna povečava 
c) 200-kratna povečava d) 400-kratna povečava 
e) 1000-kratna povečava f) 2000-kratna povečava  
g) 4000-kratna povečava h) 8000-kratna povečava 
 
